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DEPC dietil pirokarbonat  
DHX9 DExH-Box-helikaza 9 
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DMEM gojišče, medij 
DNA deoksiribonukelinska kislina  
DNA-PK od DNA odvisna protein kinaza 
dsDNA dvoverižna deoksiribonukleinska kislina  
dsRNA dvoverižna ribonukleinska kislina 
EP elektroporacija 
ER endoplazmatski retikulum 
FBS fetalni goveji serum 
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GEP genski elektroprenos  
cGAMP ciklični gvanozin-monofosfat adenozin-monofosfat 
GMP gvanozin-monofosfat 
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IFN interferon  
IFN I interferoni tipa I 
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IFNβ interferon beta 
IKK kinaza IκB  
IL interlevkin 
IRF faktor regulacije interferona 
IS imunski sistem  
JAK1 Janusova kinaza 1  
Ku70 protein Ku70 
LAF komora z laminarnim pretokom zraka  
LRRFIP1 z levcinom bogate regije FLII reagirajočega proteina 1 
MAVS mitohondrijski protivirusno signalizirajoči protein 
MDA5  receptor MDA5 
MHC poglavitni kompleks tkivne skladnosti  
MLKL psevdokinaza MLKL 
MRE11 protein, ki popravlja dvojne prelome  
mRNA  informacijska ribonukleinska kislina 
NF-κB jedrni faktor kapa B 
NK nukleinska kislina  
p202 protein 202 
PCR  verižna reacija s polimerazo  
qPCR kvantitativna verižna reakcija s polimerazo v realnem času  
PAMP s patogeni povezani molekularni vzorci 
PBS izotonični fosfatni pufer 
pDNA plazmidna DNA 
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RIG-I retinojska kislina inducirajoč gen 1 
RNA ribonukleinska kislina 
RIP z receptorjem povezana protein kinaza 
siRNA mala interferenčna RNA 
ssDNA enoverižna deoksiribonukleinska kislina 
ssRNA enoverižna ribonukleinska kislina 
STAT1/2 pretvornik signala in aktivator transkripcije 1/2 
STING protein, stimulator interferonskih genov 
TBK1 TANK-vezavna kinaza 1 
TLR tollu podobni receptorji 
TMO tumorsko mikrookolje 
TNFα dejavnik tumorske nekroze alfa 
TNFR receptor za dejavnik tumorske nekroze 
TRIF adaptorski protein TRIF  
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adenokarcinom Maligni tumor, ki se razvije iz epitelijskih žleznih celic. 
adhezija Težnja molekul ali celic, da se na nekaj pritrdijo zaradi interakcije 
med molekulami in substratom. 
agonist Spojina, ki z vezavo na celične receptorje izzove enak biološki 
odziv kot vezava naravnega substrata. 
angiogeneza Nastajanje novega žilja iz obstoječega. 
antagonist Spojina, ki ima afiniteto za vezavo na receptor, a ob tem ne izzove 
enakega biološkega odziva kot vezava naravnega substrata. 
antigen Katera koli telesu tuja snov, ki je sposobna izzvati imunski odziv 
in reagirati npr. z antigensko specifičnimi protitelesi in/ali 
aktiviranimi limfociti T. 
apoptoza Programirana celična smrt, pri kateri se porablja energija. Značilni 
morfološki znaki za apoptozo so krčenje celice, fragmentacija 
citoplazme in jedra, nastanek apoptotskih telesc ter razgradnja v 
fagocitih. 
avtoimunost Pridobljena humoralna in/ali celično posredovana imunost proti 
telesu lastnim antigenom, normalno izraženim na celicah in tkivih. 
citokini Proteini z majhno molekulsko maso, ki avtokrino in parakrino 
posredujejo med celicami imunskega sistema in drugih tkiv, sodijo 
v družino glikoproteinov. 
citostatiki Citotoksične učinkovine, uporabljene pri zdravljenju raka s 
kemoterapijo, ki delujejo protitumorno na vse hitro deleče se 
celice. Rakave celice ubijejo tako, da poškodujejo DNA, se 
vključijo v sintezo DNA ali zavirajo celično delitev. 
elektroporacija Fizikalna metoda, pri kateri celice ali tkivo izpostavimo zunanjemu 
električnemu polju, z namenom vnosa molekul v celice. 
endoglin Membranski glikoprotein tipa I na celični membrani. Ima ključno 
vlogo pri angiogenezi. 
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  XIV 
 
 
glikoliza Kemični proces razgradnje sladkorjev v enostavnejše spojine ob 
sproščanju energije. 
hipoksija Pomanjkanje kisika v tkivu. 
homotrimer Protein, sestavljen iz treh enakih podenot. 
imunogenost Sposobnost povzročitve imunskega odziva. 
imunomodulatorni 
geni 
Geni, ki oblikujejo imunski odziv v celicah. 
imunosupresivi Zdravila, ki zavirajo delovanje imunskega sistema. 
infekcija Vdor mikroorganizmov v telo in njihovo razmnoževanje, ki mu 
lahko sledijo klinični bolezenski znaki. 
inflamasom Multiproteinski citoplazemski kompleks, ki aktivira kaspaze in s 
tem vodi v procesiranje in izločanje proinflamatornih (vnetnih) 
citokinov. 
in vitro Procesi in poskusi, ki potekajo v nadzorovanem okolju zunaj 
živega organizma v skrbno nadzorovanih laboratorijskih pogojih. 
in vivo Procesi in poskusi, ki potekajo v živih organizmih, kot so 
laboratorijske živali. 
karcinogeni Rakotvorni dejavniki. 
lokalno 
zdravljenje 
Zdravljenje raka, ki je lokalizirano na del organizma, kjer je rak. 
Najpogosteje zdravljeno s kirurgijo ali radioterapijo. 
melanom Maligni tumor pigmentiranih celic kože. 
mutageni Fizični ali kemični dejavniki, ki spreminjajo genetski material z 
mutacijami. 




Mehanizmi za odpravljanje različnih nepravilnosti v zgradbi DNA, 
ki se zgodijo med podvojevanjem genetskega materiala ali zaradi 
mutagenih dejavnikov. 
progresija Napredovanje oziroma večanje tumorja, rast malignega tkiva in 
slabšanje bolezni. 
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delitve ter se z mutacijo lahko spremeni v onkogen. 
rak Skupina bolezni, katerih glavna značilnost je nenadzorovana 
razrast spremenjenih, mutiranih celic. 
regresija Nazadovanje oziroma manjšanje tumorskega tkiva. 
sistemsko 
zdravljenje 
Zdravljenje s protitumornimi učinkovinami, katerega namen je 
delovati na čisto vse rakave celice v organizmu, posredno ali 
neposredno. Deli se glede na različne mehanizme delovanja 
zdravil: kemoterapija, hormonsko zdravljenje, zdravljenje s 
tarčnimi zdravili in imunoterapija. 
telomera Regija ponavljajočih nukleotidnih zaporedij na koncih 
kromosomov, ki ščitijo kromosome pred razpadom in 
združevanjem s sosednjimi kromosomi. 
toleranca Imunska toleranca je stanje specifične imunske neodzivnosti, ki jo 
sprožijo antigenske snovi, sinonim je imunotoleranca. 
transfekcija Vnašanje tuje molekule DNA v celico, ki mu lahko sledi ekspresija 




Geni, ki zavirajo nastanek maligne celice. 
vaskularizacija Ožiljenost. 
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1 UVOD 
Pri zdravljenju rakavih obolenj se trenutno raziskuje genska terapija, pri kateri se v 
celico vnaša nukleinske kisline (NK) z zapisom za terapevtske gene. Eden od načinov 
vnosa NK v celice je elektroporacija. To je fizikalni dostavni sistem, pri katerem z 
aplikacijo električnega polja destabiliziramo celično membrano. V celici nastanejo 
začasne pore, skozi katere lahko prehajajo želene molekule, ki v normalnih pogojih ne 
morejo prečkati celične membrane. Vnos NK v celice z elektroporacijo imenujemo 
genski elektroprenos (GEP). 
Poskusi na živalskih modelih tumorjev so pokazali, da GEP plazmidne DNA (pDNA) 
povzroči zmanjšanje velikosti tumorja tudi, če vnešena DNA ne vsebuje zapisa za 
terapevtski gen. Po terapiji s pDNA se v mišjem melanomu B16.F10 začnejo povišano 
izražati citosolni senzorji NK DAI, DDX60 in p204, kar nakazuje povezavo med 
zmanjšanjem velikosti tumorskega tkiva in aktivacijo imunskega sistema (IS). 
Mehanizmi, ki so odgovorni za ta pojav, še niso popolnoma razjasnjeni, zato smo se 
odločili, da izvedemo serijo poskusov na humanih rakavih celicah in s tem dobimo 
boljši vpogled v molekularne mehanizme, ki sledijo GEP NK v celice. 
1.1 NAMEN 
V magistrskem delu smo želeli ugotoviti, ali GEP različnih NK in vitro vpliva na 
humane rakave celice melanoma Sk-Mel28 in adenokarcinoma HT29. S testom 
citotoksičnosti smo izmerili delež preživelih celic po transfekciji z določeno NK v 
primerjavi s kontrolno skupino. Celice smo barvali po Giemsi, da smo identificirali 
morfološke spremembe, ki so bile posledica GEP. Z verižno reakcijo s polimerazo v 
realnem času smo določili stopnjo izražanja genov za različne humane citosolne 
senzorje NK (AIM2, cGAS, DAI, DDX60, DHX9, DHX36, IFI16, Ku70, LRRFIP1, 
MRE11, p202, RIG-I in STING) in citokinov interferon β (IFNβ) in dejavnik tumorske 
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1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
Pred začetkom dela smo si postavili naslednje delovne hipoteze: 
 GEP povzroči povišano izražanje genov za citokine v celicah. 
 Ob GEP različnih NK v humane celice se izrazijo geni za različne citosolne 
senzorje NK. 
 Stopnja izražanja genov za citosolne senzorje je odvisna od uporabljenega 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 RAK 
V celicah živih bitji potekajo kompleksni in prefinjeno nadzorovani procesi. Posamezna 
celica v svojem življenskem obdobju raste, se spreminja, presnavlja, odziva na dražljaje 
iz okolja, se razmnožuje in na koncu umre. V večceličnem organizmu celice delujejo 
enotno le tako, da neprestano komunicirajo med seboj, kar ohranja organiziranost tkiv 
in organov (Štrus in Kostanjšek, 2008). 
Tkiva, ki jih celice sestavljajo, se morajo skozi življenje obnavljati, kar pomeni, da se 
morajo celice deliti (razmnoževati) in umirati. Med celično delitvijo se podvoji vsa 
genska informacija v celici, ki se nato enakomerno razdeli med hčerinski celici, vendar 
med tem prihaja tudi do napak oz. mutacij genskega materiala. Celice vsebujejo 
popravljalne mehanizme, ki napake odpravijo, v primeru obsežnih mutacij pa se v 
normalnih celicah aktivirajo signalne poti, ki vodijo v celično smrt. Kljub temu nekatere 
spremembe ostanejo neodkrite. Te mutacije vplivajo na funkcijo celice na različne 
načine: brez spremembe v funkciji, s spremembo funkcije ali pa z izgubo funkcije. Ena 
mutirana celica v skupku 37 milijard (Bianconi in sod., 2013) drugih je zanemarljivo 
malo, vse dokler se mutacije ne pojavijo v genih, povezanih z nadzorom delitve celic, in 
v genih, ki nadzorujejo celično smrt. Ko postane celica na signale, povezane s 
proliferacijo, neodzivna in se začne nenadzorovano deliti, to vodi v skupino bolezni s 
skupnim imenom rak. Rakave celice nimajo fiziološko pomembne funkcije v tkivu, v 
katerem se nahajajo (Pecorino, 2012; Serša, 2009; Štrus in Kostanjšek, 2008; Tannock 
in sod., 2013). 
2.1.1 Splošno o raku 
Danes vemo, da se mutacije in poškodbe DNA v celicah ne dogajajo le med 
podvajanjem genskega materiala, ampak predvsem zaradi različnih mutagenih 
dejavnikov. To so lahko okoljski dejavniki (UV in ionizirajoče sevanje, cigaretni dim, 
kemijski karcinogeni, nekateri virusi in bakterije ...), hormonske spremembe (predvsem 
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več nakopičenih mutacij v celicah, kar pomeni večjo verjetnost za nastanek raka) ter 
dedne mutacije (Pecorino, 2012; Serša, 2009). 
Geni, ki na kakršen koli način spodbujajo celični cikel in proliferacijo, so v onkologiji 
poimenovani protoonkogeni, geni, ki zavirajo proliferacijo in povečujejo celično smrt, 
pa tumor-supresorski geni. Oboji ob običajni aktivnosti v celicah skrbijo za normalno 
rast, razvoj in regeneracijo tkiv. Mutacije, ki zvišajo aktivnost protoonkogenov ali 
vodijo v izgubo funkcije tumor-supresorskih genov, povzročijo povišano, 
nenadzorovano stopnjo celičnih delitev, kar vodi v karcinogenezo. To je večstopenjski 
proces, saj je potrebnih več zaporednih, časovno ločenih mutacij, da se zdrava celica 
spremeni v rakavo (Pecorino, 2012; Serša, 2009; Tannock in sod., 2013). 
Rak se lahko razvije iz vseh tipov celic. Rak iz epitelnih celic na primer poimenujemo 
karcinom, iz mezodermalnih celic se razvije sarkom, iz žleznega tkiva pa 
adenokarcinom. Rak je široka skupina raznolikih bolezni v različnih tkivih, vendar ima 
določene lastnosti, po katerih ga prepoznamo. 
2.1.1.1 Lastnosti rakavih celic 
 Samozadostnost v proizvodnji rastnih signalov. Normalne celice potrebujejo 
zunanje signale rastnih faktorjev, da se začnejo deliti, rakave celice pa niso več 
odvisne od teh signalov, ampak se lahko delijo nenadzorovano. 
 Neobčutljivost na zaviralce rasti. Zdrave celice odgovarjajo na inhibitorne 
signale rasti zato, da vzdržujejo homeostazo tkiv, rakave celice pa so na signale 
neodzivne, kljub poškodbam, ki jih povzročajo s prekomernimi delitvami v 
tkivu. 
 Izogibanje imunskemu sistemu (IS). IS po navadi prepozna in uniči rakave 
celice, da se bolezen ne razvije, vendar nekatere rakave celice obidejo IS ali pa 
posežejo v imunski odziv na način, s katerim se izognejo imunskemu uničenju. 
To počnejo z izločanjem imunosupresivnih molekul, zavrejo izražanje antigenov 
in molekul poglavitnega kompleksa tkivne skladnosti (MHC) na svojih celičnih 
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 Omogočanje reprodukcijske nesmrtnosti. Normalne celice imajo opredeljeno 
dokončno število celičnih delitev zaradi krajšanja telomer pri vsakem 
podvajanju kromosomov. Rakave celice vzdržujejo dolžino telomer, kar jim 
omogoča reprodukcijsko nesmrtnost. 
 Aktivacija invazije in zasevanja. Večina zdravih celic po telesu ne migrira. 
Rakave celice začnejo tvoriti skupke nenadzorovano delečih se celic ter 
postanejo invazivne. Zaradi manjše adhezije med sabo lahko rakave celice tudi 
zasevajo, kar pomeni, da se oddelijo od drugih, potujejo po krvnih ali limfnih 
žilah na novo lokacijo in se tam ponovno delijo. Trenutno je to glavni razlog za 
smrt ljudi, obolelih za rakom. 
 Povzročitev angiogeneze. Angiogeneza je tvorba novih žil. Celice so odvisne od 
krvnih žil, ki jih preskrbujejo s kisikom in hranili. V odraslem, zdravem telesu je 
arhitektura žil bolj ali manj stalna. Rakave celice sprožijo angiogenezo, saj z 
rastjo in množenjem celic rak potrebuje vedno več kisika in hranil.  
 Genomska nestabilnost in mutacije. Zaradi okvarjenih genov, ki skrbijo za 
stabilnost genoma, so rakave celice genomsko nestabilne (Volpe, 1988), kar 
vodi v dodatne mutacije. Kljub temu da rak izvira iz ene celice, ima kopica 
rakavih celic zelo heterogen genom. Ta plastičnost jim omogoča tudi, da lahko 
razvijejo odpornost na terapevtska sredstva na podoben način, kot bakterije 
postanejo odporne na antibiotike. Odpornost pridobijo z različnimi mehanizmi, 
kot so aktivno črpanje zdravila iz celic, zmanjšanje privzema zdravila v celico, 
povečanje števila tarčnih molekul v celici in s spremembo metabolizma zdravila. 
 Upiranje celični smrti. Zdrave celice se odzovejo na signale za apoptozo ob 
poškodbah genoma, rakave celice pa se apoptozi izognejo. 
 Deregulacija celičnega metabolizma. Nenadzorovane delitve celic zahtevajo 
povišano količino hranil, kar rakave celice pridobijo tako, da prilagodijo 
metabolizem. V primerjavi z normalnimi celicami lahko rakave celice izvajajo 
glikolizo tudi v prisotnosti kisika. 
 Vnetje, povezano z rakavimi tvorbami. Vsi tumorji vsebujejo vnetne imunske 
celice, ki v tumorsko mikrookolje (TMO) lahko sproščajo rastne faktorje in 
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pa lahko sproščajo reaktivne kisikove spojine, ki še dodatno prispevajo k 
mutagenezi. 
 Morfološke značilnosti rakavih celic. Rakave celice se od zdravih razlikujejo 
tudi morfološko. Značilna je bolj kroglasta oblika celice s povečanim jedrom, ki 
je nepravilne oblike in segmentirano. Število mitotskih celic je povečano, videti 
so netipično zaradi napak v delitvenem vretenu. V rakavih celicah je manj 
citoplazme, ki je spremenjena. Lahko se pojavijo nove strukture, normalne lahko 
izginejo, velikokrat so v citoplazmi prisotne vakuole. Organeli, kot so 
endoplazmatski retukulum (ER), mitohondriji in Golgijev aparat, so slabše 
razviti in zmanjšani. Spremenijo se tudi molekule na površini celične membrane 
(Baba in Câtoi, 2007; Pecorino, 2012; Tannock in sod., 2013). 
2.1.2 Zdravljenje raka  
Kompleksnost tumorskega tkiva omogoča usmerjeno zdravljenje raka, ki lahko meri na 
različne tarčne celice v tumorju. Po navadi se je najbolje osredotočiti na odstranitev in 
uničenje vseh tumorskih celic, vendar sta primerni terapiji tudi aktivacija imunskih celic 
oz. spodbujanje imunskega odziva ter uničevanje tumorskega žilja. Vedno je treba 
paziti, kako terapija vpliva na zdrava tkiva, ki jih ne smemo poškodovati do te mere, da 
bi ogrozili njihovo fiziološko delovanje. Zaradi variabilnosti znotraj posameznih vrst 
raka, lokacije in stopnje razvitosti raka ter zdravstvenega stanja pacienta se je treba 
odločiti za najprimernejši način zdravljenja. Največkrat se uporablja kombinacijo več 
različnih načinov zdravljenja (Serša, 2009). 
2.1.2.1 Kirurško zdravljenje 
Prva in danes še vedno najpogostejša terapija za zdravljenje raka je kirurška odstranitev 
rakavega tkiva. Mogoča je pri dostopnih in čvrstih tumorjih brez zasevkov Ta hiter 
način lokalnega zdravljenja je uspešen predvsem pri majhnih tumorjih v začetnih 
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2.1.2.2 Radioterapija 
Radioterapija je lokalen način zdravljenja raka z ionizirajočim sevanjem, ki v celicah 
povzroči poškodbe DNA (enojne in dvojne prelome DNA), kar onemogoči nadaljne 
delitve rakavih celic. Rakave celice so na poškodbe DNA občutljivejše kot zdrave. Po 
navadi se uporablja frakcionirano obsevanje, kar pomeni več manjših odmerkov v 
določenem časovnem obdobju, da se zdravemu tkivu omogoči čas za obnovo med 
posameznimi terapijami (Serša, 2009).  
2.1.2.3 Kemoterapija 
Kemoterapija je sistematsko zdravljenje, pri katerem se uporablja različne naravne in 
umetne spojine s protitumorskim učinkom. Na vse hitro deleče se celice v telesu vpliva 
tako, da zaustavi celični cikel. Končni cilj kemoterapije je povzročiti dovolj hude 
poškodbe DNA, da se sproži celična smrt. Zaradi toksičnosti citostatikov kemoterapija 
poškoduje tudi zdrave, deleče se celice, zato so zanjo značilni hudi stranski učinki, kot 
so alopecija, razjede na stenah prebavnega trakta in anemija (Pecorino, 2012; Serša, 
2009). 
2.1.2.4 Hormonska terapija 
Hormonska terapija se uporablja pri rakih, ki so hormonsko odvisni (npr. rak dojke, rak 
prostate). Hormoni pospešujejo izražanje določenih genov in s tem rast raka, zato s 
hormonsko terapijo preprečujemo nastanek ali aktivnost hormonov (Serša, 2009). 
2.1.2.5 Tarčna zdravila 
V zadnjem času se pojavlja bolj usmerjeno zdravljenje proti rakavim celicam, saj je 
glavna pomankljivost obstoječih terapij pomanjkanje selektivnosti proti rakavim 
celicam v primerjavi z zdravimi. Zdravila, ki specifično ciljajo tumorske celice na 
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Tarčna zdravila so molekule, ki delujejo na specifične molekularne tarče v rakavi celici. 
Običajno učinkujejo na proksimalne dele poti, ki vodijo v nenadzorovano rast tumorja. 
Poznamo inhibitorje tirozinskih kinaz, monoklonska protitelesa, ki delujejo na rastne 
faktorje, zdravila, katerih cilji so proangiogeni dejavniki, njihovi receptorji in imunske 
celice. Terapija s takimi zdravili je kronična, saj ob prenehanju jemanja zdravila tumor 
ponovno zraste, zato se jih po navadi uporablja v kombinaciji z drugimi oblikami 
zdravljenja (Kočevar in sod., 2010). 
2.1.2.6 Genske terapije 
Gensko zdravljenje pomeni uporabo NK za zdravljenje bolezni. Za popravilo okvarjenih 
genov se uporabljajo različni načini: nespecifična vstavitev delujočega gena za 
zamenjavo nedelujočega, zamenjava nedelujočega gena z delujočim s homologno 
rekombinacijo, popravilo nedelujočega gena z reverzno mutacijo in spremembo v 
uravnavanju določenega gena. Cilj genske terapije pri zdravljenju raka je sprožitev smrti 
tarčnih tumorskih celic (Kočevar in sod., 2010). 
Genetski material v celice lahko vstavljamo neposredno v tarčne celice bolnika (in vivo) 
ali pa ex vivo, čemur sledi presaditev spremenjenih celic v tarčno tkivo. Za prenos gena 
v celice uporabljamo različne tipe vektorjev, ki jih v grobem razdelimo na virusne in 
nevirusne. Virusni so učinkoviti, vendar imajo omejeno velikost vključka, poleg tega pa 
proteini kapside lahko sprožijo nezaželen imunski odziv. Za terapijo se uporabljajo 
predvsem adenovirusni in retrovirusni vektorji. Med nevirusne dostavne sisteme 
spadajo elektroporacija, kationski lipidi in kationski polimeri. Ti imajo slabšo 
učinkovitost, vendar sprožijo manj nespecifičnih interakcij z IS (Kočevar in sod., 2010; 
Serša, 2009). 
Glavne načine genskega zdravljenja pri raku razdelimo na imunološke in molekularne. 
Ker se rakave celice IS izogibajo, s terapijo lahko pomagamo spodbuditi imunski odziv 
z aktivacijo T-celične imunosti ali z antigen kodirajočimi cepivi. Pri molekularnem 
načinu se uporablja antionkogene, ki inhibirajo aktivnost onkogenov, ali pa z vstavitvijo 
delujočega gena  nadomestimo funkcijo okvarjenega tumor-supresorskega gena. Izbrane 
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kodirajo nesesalske encime za izražanje citotoksičnih molekul. Eden izmed načinov je 
uporaba onkolitičnih virusov. Ti so replikacijsko okvarjeni ali replikacijsko selektivni 
tako, da so sposobni uničiti le tumorske celice (Kočevar in sod., 2010). 
 
2.2 ELEKTROPORACIJA 
Elektroporacija je z električnim poljem induciran nastanek začasnih vodnih por v celični 
membrani za povečanje prepustnosti celičnih membran. Z elektrodami dovedemo 
visoko amplitudne, kratkotrajne pulze električnega polja, ki presegajo vrednost 
transmembranskega potenciala celice (Slika 1). Elektroporacija se po navadi uporablja, 
kadar želimo v celico vstaviti določene molekule (proteini, DNA, RNA, barvila, 
zdravila in ioni), ki po navadi skozi membrano ne prehajajo (Yarmush in sod., 2014). 
Mikroskopsko opazovanje je pokazalo, da je mehanizem transporta terapevtskih 
molekul v celice odvisen od njihovih kemijskih lastnosti. Majhne nenabite molekule v 
celico prehajajo najlažje. Ob aplikaciji električnega polja primerne jakosti se tvorijo 
vodne pore, ker vodne molekule prehajajo na sredino lipidnega dvosloja. Lipidi se zato 
reorientirajo tako, da se s polarnimi glavami obrnejo proti vodnim molekulam, kar 
povzroči nastanek por v membrani. Nestabilne vodne pore imajo ob aplikaciji 
električnega polja življenjsko dobo od nekaj milisekund do nekaj minut in so velike 
nekaj nanometrov, nato pa se zaprejo, celica pa ohrani  svoje delovanje (Yarmush in 
sod., 2014). Makromolekule, predvsem NK, vstopijo v celico z endocitozo, saj najprej 
tvorijo agregate na površini celične membrane, nato pa v endosomih potujejo v celico 
(Markelc in sod., 2015). 
Od moči električnega polja, časa izpostavljenosti električnemu polju, velikosti celic in 
njihove orientacije je odvisno, kakšen bo učinek elektroporacije na celice. Po učinku 
ločimo štiri razrede: 
 Pri majhnem električnem polju elektoporacije ne zaznamo molekularnega 
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 Pri reverzibilni elektroporaciji se molekularni transport pojavi, je začasen in 
omejen ter traja, dokler se pore ne zaprejo. Po končani terapiji celica ostane 
delujoča. 
 Z večjim električnim poljem povzročimo ireverzibilno elektroporacijo, kar 
pomeni, da celico poškodujemo do te mere, da se začne celična vsebina izlivati 
iz celice, zato sledi celična smrt, ni pa toplotnih poškodb, kot je denaturacija 
proteinov. 
 Z zelo visokim električnim poljem povzročimo ireverzibilno elektroporacijo, ki 
jo spremljajo toplotni učinki, ki so odvisni predvsem od električne prevodnosti 
medija, v katerem delamo. Poleg celične smrti zaradi izliva celične vsebine 
povzročimo tudi denaturacijo proteinov, ker električni tok povzroči dvig 
temperature (Yarmush in sod., 2014). 
 
Slika 1: Elektroporacija (Xiaofan in sod., 2018) A: Celica med elektrodama B: Sprememba napetosti na 
celični membrani med elektroporacijo preseže transmembranski potencial u = napetost t = čas C: Pred 
elektroporacijo so molekule zunaj celice D: Med elektroporacijo v celični membrani nastanejo vodne 
pore, ki molekulam omogočijo prehod v celico. E: Po elektroporaciji se vodne pore zaprejo, molekule 
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2.2.1 Elektroporacija v medicini 
V biomedicini se je elektroporacija začela uporabljati leta 1982, ko je Neumann s 
sodelavci s pulzirajočim električnim poljem v celice vstavil tujo DNA. Danes se 
elektroporacija uporablja za transformacijo bakterij in za transfekcijo evkariontskih 
celic, v onkologiji pa za elektrokemoterapijo in gensko terapijo. 
Elektrokemoterapija je zdravljenje rakavih tkiv, pri katerem z elektroporacijo membran 
rakavih celic olajšamo transport citotoksičnih zdravil, kot sta bleomicin in cisplatin, v 
celico in s tem povečamo citotoksični učinek citostatikov (Yarmush in sod., 2014). 
Reverzibilna elektroporacija v tem primeru služi kot fizikalni dostavni sistem, s katerim 
zdravimo kožne in podkožne tumorje in zasevke. Cilj elektrokemoterapije je uničenje 
tumorskih celic, saj se koncentracija citostatikov zaradi elektroporacije v celicah 
bistveno zviša. Istočasno terapija zmanjša prekrvavitev tumorja, kar pomeni manjši 
vnos kisika in hranil v tumorsko okolje (Stepišnik in sod., 2016). 
Pri rakavih obolenjih je najpogosteje uporabljen GEP za vnos imunomodulatornih 
genov in genov, ki ciljajo tumorsko žilje, kot je na primer gen za endoglin (Yarmush in 
sod., 2014). 
Elektrokemoterapija in genska terapija in vivo aktivirata tudi imunski odziv organizma. 
Sicer se z elektrokemoterapijo uniči veliko tumorskih celic, vendar terapija ne učinkuje 
na vse celice, saj je tumor nehomogen. Poškodovane tumorske celice v okolje sproščajo 
antigene, ki jih zaznajo imunske celice in tvorijo imunski odziv. Če je odziv dovolj 
močan, lahko uniči vse tumorske celice (Krysko in sod., 2012; Kočevar in sod., 2010; 
Serša, 2009). 
 
2.3 IMUNSKI SISTEM IN ODZIV NA PATOGENE 
Fiziološka funkcija IS je, da preprečuje in uniči okužbe v organizmu, odstranjuje mrtve 
in poškodovane celice ter uničuje mutirane celice. Delimo ga na prirojeni in pridobljeni 
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specializirane celice, kot so makrofagi, nevtrofilci, dendritične celice (DC), naravne 
celice ubijalke in druge. Pridobljeni IS pa se na okužbo odzove počasneje (nekaj dni), je 
pa njegov odziv bolj specifičen in učinkovitejši. Celice, ki ga sestavljajo, so limfociti B 
in limfociti T. 
Imunske celice so specializirane za obrambo organizma proti patogenom, vendar je prav 
vsaka celica v organizmu do neke mere sposobna tvoriti MHC in izražati receptorje za 
prepoznavo molekularnih vzorcev (PRR) (angl. Pattern Recognition Receptors), da v 
primeru okužbe prepozna nevarnost in privabi imunske celice, ki oblikujejo imunski 
odziv. Zmožnosti izražanja PRR se med posameznimi tipi celic nekoliko razlikuje 
(Abbas in Litchman, 2004; Desmeth in Ishii, 2012). 
2.3.1 Zaznavanje patogenov 
PRR prepoznavajo tuje, mikrobne molekule, imenovane s patogeni povezani 
molekularni vzorci (PAMP) (angl. Pathogen Associated Molecular Patterns). To so 
lahko bakterijski lipopolisaharidi, lipoproteini in flagelin ter virusne kapside. V primeru 
okužbe igrajo vlogo signalnih proteinov, ki z vezavo na PRR sprožijo imunski odziv 
(Desmet in Ishii, 2012). 
Pomembna podskupina molekul PAMP, ki jih zaznavajo PRR so NK. Te receptorje so 
poimenovali senzorji NK. Delijo se na senzorje, ki zaznavajo NK v citosolu (citosolni 
senzorji NK), in senzorje, ki zaznavajo NK na membrani (membranski senzorji NK). 
Aktivirajo se ob zaznavi baterijskih in virusnih NK, ki se v celici pojavijo med 
infekcijo. 
Danes poznamo več vrst citosolnih senzorjev, ki zaznavajo različne NK (enoverižne in 
dvoverižne, RNA in DNA) in posebna zaporedja nukleotidov, različne strukture (tope in 
lepljive konce, linearne in ciklične oblike DNA) in molekularne modifikacije 
(nemetilirana CpG DNA, enoverižna DNA (ssDNA), v obliki lasnične zanke, ki je 
bogata z regijami AT). Virusno DNA citosolni senzorji zaznajo zaradi posebnosti, kot 
so RNA brez 7-metilgvanozinske kape (Paludan in Bowie, 2013; InvivoGen, 2012; 
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2.3.2 Zaznavanje celičnih poškodb 
Druga velika skupina molekul, ki jo prepoznavajo receptorji PRR, so s poškodbami 
povezani molekularni vzorci (DAMP) (angl. Damage Associated Molecular Pattens). 
To so celicam lastne molekule, na primer kalretikulin, proteini toplotnega šoka, skupina 
visokomobilnih beljakovin (HMGB1), adenozin-trifosfat (ATP) in histoni (Krysko in 
sod., 2012). S spremembo svoje lokacije v celici sporočajo, da je prišlo do poškodbe ali 
apoptoze (InvivoGen, 2012; Desmet inIshii, 2012; Paludan in Bowie, 2013). 
Enako sporočajo tudi NK izven jedra in mitohondrijev. Te prepoznajo citosolni senzorji 
za prepoznavo lastnih NK. Zaradi spremenjene lokacije lahko navadna B-oblika 
dvoverižne DNA (dsDNA) aktivira citosolne senzorje. Imunski odziv lahko sprožijo 
tudi prelomi DNA v jedru, ker se nekateri senzorji NK nahajajo tudi tam (npr. Mre11 in 
Ku70) (Paludan in Bowie, 2013; InvivoGen, 2012; Keating in sod., 2011; Zevini in 
sod., 2018). 
2.3.2.1 Avtoimune bolezni 
Ob kronični aktivaciji citosolnih senzorjev z lastno DNA se razvijejo vnetne in 
avtoimune bolezni, kot sta lupus in artritis (Desmet in Ishii, 2012; Zevini in sod., 2018). 
Pred izpostavitvijo lastne DNA citosolnim senzorjem so celice zaščitene z DNaznimi 
encimi, ki z razgradnjo DNA preprečujejo neželeno kopičenje le-te v celici. Najdemo 
jih v citosolu ter v lizosomih. 
Če ima DNaza tipa II v lizosomih zaradi zmanjšane aktivnosti iz katerega koli vzroka 
slabšo zmožnost razgrajevanja, se DNA kopiči v citosolu, kjer spodbuja citosolne 
senzorje. Drug primer DNaze je DNaza tipa III v citoplazmi in razgrajuje endogeno 
DNA, ki ob podvajanju zaide v citoplazmo. Ob neaktivnosti DNaze tipa III se začne 
DNA v citoplazmi kopičiti, kar spodbuja cistosolne senzorje, ki aktivirajo imunski 
odziv. Veliko vlogo pri avtoimunih boleznih ima aktiviran adapterski protein, stimulator 
interferonskih genov (STING), saj s tem povzroča visoke ravni citokinov (Zevini in 
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2.3.3 Imunski odziv  
Po aktivaciji PRR s PAMP in DAMP se v celici sproži signalno zaporedje dogodkov. 
Citosolni senzorji z vezanimi NK preko kinaz, fosfataz in adapterskih proteinov 
aktivirajo transkripcijske regulatorne faktorje, kot sta faktor regulacije interferona (IRF) 
in jedrni faktor kapa B (NF-κB), kar vodi v povečano izražanje in sintezo vnetnih 
citokinov. Če je potreben imunski odziv, okužene celice in sosednje celice sprostijo 
citokine v svoje okolje, ti privabijo celice IS, ki s fagocitozo odstranijo patogene in 
počistijo ostanke poškodovanih in mrtvih celic (Desmeth in Ishii, 2012; Krysko in sod., 
2012). 
Po uspešno premagani okužbi je potrebno vnetni odziv IS umiriti in vrniti v prvotno 
stanje homeostaze. Kot antagonisti vnetnim citokinom makrofagi začnejo po določenem 
času proizvajati molekule, ki zmanjšujejo vnetje in so jih poimenovali protivnetni 
citokini. Sintetizirati se začnejo tudi rastni faktorji, ki spodbujajo obnovo tkiva in 
vaskularizacijo. V primeru brez protivnetnih citokinov bi se vnetni odziv s pozitivno 
povratno zanko le širil in postajal vedno močnejši, kar bi vodilo v smrt organizma 
(Candeias in Gaipl, 2016). 
2.3.3.1 Citokini 
Citokini so molekule, ki se delijo na interferone, kemokine, interlevkine in dejavnik 
tumorske nekroze α (TNFα). Celice IS jih uporabljajo za komunikacijo. Interferoni tipa 
I z avtokrino in parakrino vezavo na membranske receptorje spodbudijo aktivacijo 
Janusove kinaze 1 (JAK1), ki aktivira pretvornik signala in aktivatorja transkripcije 
(STAT). Aktivirani STAT v obliki dimerov potujejo iz citoplazme v jedro celice in se 
vežejo na elemente, ki začnejo transkripcijo z interferoni povezanih genov, ki jih je 
približno dva tisoč. Med njimi so taki, ki vplivajo na aktivacijo vnetnega IS, privabijo 
celice ubijalke in druge fagocitotske celice prirojenega imunskega odziva (Schindler in 
sod., 2007). Najpomembnejši tip celic, v katerem se mora zgoditi citokinsko 
signaliziranje, so DC, saj so ključne za premostitev do aktivacije pridobljenega IS 
(Desmeth in Ishii, 2012). Te migrirajo v bezgavke, kjer se povežejo z limfociti CD8+T 
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na membrani. Interferoni tipa I (IFN I) olajšajo zadrževanje antigenov v DC, ker 
upočasnijo zakisanost endosomov, kar upočasni lizo patogenov in podaljša 
izpostavljenost antigenov v DC. Tako se izboljša navzkrižna predstavitev antigenov 
limfocitom T in B (Iurescia in sod., 2018). Aktivacija interferonskega odziva vodi v 
sprožitev vnetnega stanja in apoptozo okuženih in sosednjih celic, kar omeji širjenje 
infekcije. Kljub dolgoletnim prizadevanjem se še vedno ne ve natančno, kateri od 
interferonov odvisni geni sprožijo apoptozo in kateri podaljšujejo preživetje celic 
(Showalter in sod., 2017; Kotredes in Gamero, 2013). 
Nekatere bakterije imajo sposobnost, da zaznavanje DNA s citosolnimi senzorji obrnejo 
v svojo korist. Mycobacterium tuberculosis aktivno izloča svojo DNA v citoplazmo 
gostiteljske celice in s tem sproži interferonski odziv, kar nakazuje koristne posledice 
zaznavanja DNA za bakterijo. Predvidevajo, da se tako lahko izogne IS (Paludan in 
Bowie, 2013). 
Virusi s svojimi proteini delujejo na citosolne senzorje in tako lahko zaustavijo 
aktivacijo prirojenega imunskega odziva (Zevini in sod., 2018). Kapsido virusa herpes 
simplex na primer po vstopu v citoplazmo gostiteljska celica označi z ubikvitinom za 
razgradnjo s proteosomom, kar vodi v sprostitev virusne DNA v citoplazmo, kjer bi jo 
morali zaznati citosolni senzorji, pa vendar se velikokrat zgodi, da se virusu uspe 
replicirati v jedru gostiteljske celice, kar nakazuje, da nekako obide citosolne senzorje in 
se izogne razgradnji v citoplazmi (Paludan in Bowie, 2013). 
Pri našem delu smo spremljali spreminjanje izražanje genov za IFNβ in TNFα, zato ju 
bomo podrobneje opisali.  
Interferoni 
Interferoni (IFN) so naravni glikoproteini, ki jih proizvaja skoraj vsak tip celice v 
človeškem telesu. So družina citokinov, ki se deli v tri glavne skupine: interferoni tipa I 
(IFNα, -β, -κ, -ε, in -ω), interferoni tipa II (IFNγ) in intererferoni tipa III (IFNl1(IL-29), 
IFN-l2 (IL-28A) in IFN-l3 (IL-28A)). Vsak tip interferonov sodeluje s specifičnimi 
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prepletajo. Izražanje genov interferone ter njihova sinteza se začne po aktivaciji 
transkripcijskih faktorjev IRF (Valadkhan in Gunawardane, 2016; Kotredes in Gamero, 
2013; Iurescia in sod., 2018). 
Dejavnik tumorske nekroze TNFα 
TNFα je bil odkrit leta 1975 kot molekula, ki jo sproži endotoksin, da povzroči nekrozo 
tumorja in vitro. Tako je tudi dobil svoje ime, dejavnik tumorske nekroze. Sprva so 
raziskovalci mislili, da bo TNFα postalo čudežno zdravilo proti raku. Med kliničnimi 
študijami se je hitro izkazalo, da je TNFα tudi akutno zelo toksičen, saj je takoj 
povzročil vročino, mrzlico, slabost, zadihanost, tahikardijo in hipotenzijo. Na tumorje ni 
imel dolgoročnega učinka (Sedger in McDermott, 2014). 
TNFα je transmembranski protein, ki ga cepi metaloproteaza, pri čemer nastane 
~17,5 kDa vodotopen homotrimer TNFα zvončaste oblike, ki lahko signalizira 
avtokrino in parakrino (Curnis in sod., 2000; Sedger in McDermott, 2014). Veže se 
lahko na transmembranska receptorja TNFR1 in TNFR2. TNFR1 je v normalnem stanju 
sintetiziran v nizki ravni v vseh tipih celic, TNFR2 pa se izraža le v nekaterih imunskih 
celicah, je pa izražen v več vrstah humanih tumorjev (Vanamee in Faustman, 2017). 
Sinteza teh dveh proteinov v celicah je regulirana s citokini, predvsem z interferoni. 
Aktivirani receptorji TNFR se fosforilirajo in aktivirajo signalno pot NF-κB (Curnis in 
sod., 2004; Lejeune in sod., 2006; Schiller in sod., 1991; Sedger in McDermott, 2014; 
Tandle in sod., 2009). 
Danes vemo, da je TNFα močan posrednik vnetja, vendar sodeluje pri številnih 
normalnih fizioloških funkcijah v številnih bioloških sistemih. Prisoten je predvsem v 
monocitih (limfociti T in celice ubijalke), makrofagih, lahko pa ga najdemo tudi v 
endotelijskih celicah in fibroblastih. Pri sesalcih je eden najbolj znanih pleiotropnih 
citokoinov (Horuchi in sod., 2010). Sproža lahko aktivacijo celic, proliferacijo, 
preživetje, diferenciacijo, vnetni odziv in tudi apoptozo (Parameswaran in Patial, 2010). 
Ob nepravilni regulaciji povzroča vnetne avtoimune bolezni, kot sta revmatoidni artritis 
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2.3.4 Citosolni senzorji 
Prvi identificiran razred citosolnih senzorjev NK so bili tollu podobni receptorji (TLR), 
ki se izražajo na površini celične membrane ter v endosomih. TLR9 je bil prvi odkrit 
citosolni senzor v DC IS. Raziskovalci so namreč ugotovili, da pri miših brez senzorja 
TLR9 ni prišlo do interferonskega imunskega odziva na zaporedje DNA, pri katerem 
citozin-monofosfatu sledi s fosfodiestersko vezjo vezan gvanozin-monofosfat (GMP) 
deoksinukleotid (CpG DNA). Na celicah so izvedli tudi transfekcijo z liposomi, kjer so 
vstavljali sesalsko in bakterijsko dsDNA, in ugotovili, da v makrofagih in DC aktivirajo 
izražanje gena za TNFα in interlevkin IL-6 (Keating in sod., 2011). Kljub temu da vsak 
citosolni senzor prepoznava drugačna zaporedja in motive DNA ali RNA, so signalne 
molekule v signalni poti velikokrat fizično in funkcionalno medsebojno prepletene 
(slika 2) (Zevini in sod., 2018). Prav zaradi kompleksnih molekularnih in celičnih 
mehanizmov zaznavanja NK jih začenjamo bolje razumevati šele v zadnjem času, kar 
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Slika 2: Citosolni senzorji nukleinskih kislin (Desmeth in Ishii, 2012). 
 
Katere signalne poti se bodo v celici aktivirale po zaznavi NK v citosolu, je odvisno od 
vrste NK in izražanja citosolnih senzorjev v posameznem celičnem tipu, saj je bilo 
ugotovljeno, da vse celice ne izražajo vseh citosolnih senzorjev (Žnidar in sod., 2018). 
Aktivacija je odvisna tudi od fiziološkega stanja celice, saj imajo rakave celice lahko 
drugačen transkriptom kot zdrave celice istega tipa, kar pomeni, da so lahko razlike pri 
aktiviranju signalnih poti (Iurescia in sod., 2018). Signalna pot se lahko razvije v eni ali 
več smereh hkrati, za zdaj pa najbolje poznamo naslednje: 
 Preko adapterskega proteina STING se lahko aktivira TANK-vezavna kinaza 1 
(TBK1), ki aktivira transkripcijski faktor IRF3, ki sproži nastajanje IFN I. Ta 
signalna pot je prisotna v veliko različnih celičnih tipih. STING lahko preko 
kinaze IκB (IKK) aktivira transkripcijski faktor NF-κB, kar povzroči sintezo 
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 Preko mitohondrijskega protivirusnega signalizirajočega proteina (MAVS) se 
aktivirata signalni poti TBK1-IRF3-IFN I in IKK-NF-κB, kar povzroči sintezo 
vnetnih citokinov. 
 Preko inflamasomskega adaptorskega proteina (ASC), ki skupaj s citosolnim 
senzorjem in kaspazo 1 tvori inflamasom, kar povzroči zorenje interlevkina 1β. 
 Preko adapterskega proteina TRIF, ki aktivira signalno pot TBK1-IRF3-IFN I in 
signalno pot IKK-NF-κB, ki povzroči sintezo vnetnih citokinov. 
 Preko adapterskega proteina MyD88, ki aktivira signalno pot IKK-IRF7-IFN I. 
 Če poškodbo lastne DNA zazna Ku70, pa se aktivirata transkripcijska faktorja 
IRF1 in IRF7, kar sproži sintezo IFN I. 
 Citosolni senzor DAI med okužbo preko z receptorjem povezane protein kinaze 
(RIP3) in psevdokinaze MLKL proteina sproži nekroptozo (Paludan in Bowie, 
2013; Keating in sod., 2011; Desmeth in Ishii, 2012).  
Na naslednjih straneh smo podrobneje opisali citosolne senzorje NK, ki smo jih 
preučevali v magistrskem delu 
2.3.4.1 STING 
Protein STING je dimer na membrani endoplazmatskega retikuluma (ER), sestavljen iz 
dveh enakih monomerov z izrazito različnima N- in C-terminalnima domenama. 
N-terminalna domena iz 130 aminokislin vsebuje 4 transmembranske domene, ki 
sidrajo protein STING v ER, C-terminalna domena pa je sestavljena iz 250 aminokislin 
in je citosolna.  
Trenutno imamo več modelov aktivacije STING, saj se je izkazalo, da ima poleg vloge 
citosolnega senzorja (zaznava bakterijske ciklične dinukleotide npr. ciklični di-GMP) 
tudi vlogo adapterskega proteina pri celičnem signaliziranju drugih citosolnih senzorjev. 
Ti se nanj lahko vežejo direktno, mogoče pa je, da mu signalizirajo po sekundarnih 
sporočevalcih. STING vodi v aktivacijo TBK1, ki se veže na C-terminalno domeno in 
fosforilizira IRF3, kar sproži sintezo interferonov tipa I (Paludan in Bowie, 2013). 




Škerjanec T. Vpliv genskega elektroprenosa na izražanje citosolnih senzorjev ... citokinov v humanih celicah in vitro. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2019 
 
 
  20 
 
translokacija NF-κB v jedro, kjer se začnejo izražati tarčni geni, kot je TNFα (Zevini in 
sod., 2018). 
V miših z izbitim genom za STING so dokazali ključno vlogo proteina pri odzivu na 
patogene, ker brez njega ne morejo aktivirati interferonskega odziva (Keating in sod., 
2011). Pomembno vlogo igra tudi pri zaznavi lastne DNA v povezavi z avtoimunimi 
boleznimi ter sodeluje pri pridobljenih imunskih odzivih (Paludan in Bowie, 2013).  
STING ima tudi regulatorno povratno zanko, s katero se prepreči prekomerna 
stimulacija genov prirojenega IS tako, da ligaze razgradijo z ubikvitinom označene 
STING ob virusnih okužbah (Zevini in sod., 2017). 
2.3.4.2 Ciklična sintaza GMP-AMP (cGAS) 
cGAS je citosolni senzor NK, ki spada v družino nukleotidiltransferaz, ki zaznava 
dsDNA in dvoverižno RNA (dsRNA) (Civril in sod., 2013) ne glede na zaporedje 
nukleotidov ter kratke dvoverižne zanke v ssDNA. Katalizira sintezo cikličnega 
gvanozin-monofosfat adenozin-monofosfata iz ATP in GTP, ki deluje kot sekundarni 
sporočevalec adapterskemu proteinu STING na ER. Ta aktivira signalno pot 
TBK1-IFR3-IFN I in NF-κB in sintezo vnetnih citokinov (Zevini in sod., 2018; Paludan 
in Bowie, 2013). 
2.3.4.3 DexD/H-BOX-HELIKAZE 
V družino proteinov DexD/H-box-helikaz (DDX) spadajo helikaze RNA in DNA, ki 
vsebujejo domeno DexD/H-box. Ti proteini sodelujejo pri regulaciji genov, povezanih s 
signalno transdukcijo. Za več proteinov DDX je bilo dokazano, da so tudi citosolni 
senzorji NK. 
DAI (ZBP1) 
Citosolni senzor DAI je bil prvi znan protein, ki aktivira interferonski odziv. Na 
citosolni senzor DAI se lahko vežeta citosolna dsDNA in RNA, kar sproži signalno pot 
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virusom herpesa simpleksa (HSV) (Takaoka in sod., 2007, po Paludan in Bowie, 2013). 
Med infekcijo mišjega citomegalovirusa ali influenco A se po senzorju DAI aktivira 
signalna pot, ki vodi v nekrozo okuženih celic preko adaptorskega proteina RIP3 in 
aktivacije psevdokinaze MLKL. (Thapa in sod., 2016). DAI lahko aktivira tudi signalno 
pot, ki vodi v jedrno translokacijo transkripcijskega faktorja NF-κB in posledično v 
transkripcijo provnetnega citokina TNFα (Žnidar in sod., 2018). V levkocitih senzor 
DAI nima vloge senzorja (Upton in sod., 2012, po Paludan in Bowie, 2013). Miši z 
izbitim genom za protein DAI so bile sposobne razviti interferonski odziv, kar pomeni, 
da je senzor DAI odvečen ali pa je omejen le na določene tipe celic (Kondo in sod., 
2013). Mišji citomegalovirus nosi zapis za protein M45, ki blokira signaliziranje 
citosolnega senzorja DAI transkripcijskemu faktorju NF-κB (Paludan in Bowie, 2013). 
DDX60 
Citosolni senzor DDX60 je bil odkrit z metodo mikromrežne analize genov, ki jih 
sproži virusna infekcija v humanih DC. Je antivirusna citoplazemska helikaza, ki zazna 
virusno DNA in RNA, kar poveča izražanje DDX60, ki zatre replikacijo virusa. Je 
ligandno specifičen »varuh celice« (angl. sentinels), ki se po aktivaciji veže na RIG-I 
podobne receptorje, da se sproži interferonski odziv preko signalne poti 
MAVS-TBK1-IRF3-IRF I. Vključen je tudi v razgradnjo virusne RNA, vendar njegova 
vloga pri tem ostaja nejasna (Oshiumi in sod., 2015; Miyashita in sod., 2011). 
DHX9 IN DHX36 
V celicah DC so odkrili citosolna senzorja DHX9 in DHX36, ki vežeta CpG DNA, kar 
vpliva na protein MyD88, ki sproži izražanje TNFα in IFNβ pri poskusih na okužbo s 
HSV (Paludan in Bowie, 2013). DHX9 lahko veže tudi RNA, ki sproži protein MAVS, 
ki aktivira sintezo IFN in citokinov v DC (Paludan in Bowie, 2013). 
RIG-I 
Citosolni senzor NK retinojska kislina inducirajoč gen I (RIG-I) zaznava citosolno 
ssRNA in dsRNA (Zevini in sod., 2017) ter dsDNA patogenov, če jo polimeraza III 




Škerjanec T. Vpliv genskega elektroprenosa na izražanje citosolnih senzorjev ... citokinov v humanih celicah in vitro. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2019 
 
 
  22 
 
značilni domeni: centralno domeno DEAD-box-helikaza/ATPaza in C-terminalno 
regulatorno domeno, na katero se veže RNA. RIG-I prednostno zaznava 
5'-di-/trifosforilirana RNA zaporedja, bogata s poli-U ali poli-UC, 5'-trifosfatne konce 
in kratke dsRNA (Iurescia in sod., 2018; Zevini in sod., 2017). 
Pri neokuženi celici je RIG-I v avtoinhibiranem stanju. Vezava RNA na C-terminalno 
regulatorno domeno povzroči defosforilacijo, ubikvitacijo in ATP-odvisno 
konformacijsko spremembo, ki povzroči, da RIG-I oligomerizira. Novo nastali tetramer 
služi kot nastavek za vezavo z adapterskim proteinom MAVS na zunanji membrani 
mitohondrija. Od tu se signaliziranje razcepi na dve signalni poti; preko 
TBK1-IRF3/IRF7-IFN I in IFN III ter preko IKK-NF-κB, ki vodi v izražanje genov 
vnetnih citokinov in njihovo sinzezo (Iurescia in sod., 2018; Zevini in sod., 2018). 
2.3.4.4 Ku70  
Ku70 je podenota DNA popravljalnega heterotrimernega proteinskega kompleksa; od 
DNA odvisne protein kinaze (DNA-PK) v jedru humanih celic. Sestavljena je iz treh 
podenot: katalitske podenote DNA-PK, Ku70 in Ku80. Ku70 in Ku80 tvorita 
heterodimeren kompleks, ki zaznava dvoverižne prelome DNA. Ob tem aktivira 
katalitsko podenoto DNA-PK, ki poveže nehomologne konce. Ku70 ima tudi vlogo 
zaznavanja DNA, ki so jo odkrili Zhang in sod. (2011) pri celični liniji HEK293T in 
mišjih fibroblastih, kjer pri miših z izbitim genom Ku70 ni bilo interferonskega odziva 
na linearno pDNA (Paludan in Bowie 2013). Poleg linearne pDNA senzor Ku70 veže 
tudi virusno DNA, zaznava proste konce DNA, bolje zaznava daljšo DNA v primerjavi 
s krajšo in linearno bolje v primerjavi s krožno DNA (Zhang in sod., 2011). 
Po vezavi DNA se Ku70 prenese v citoplazmo, kjer preko STING aktivira interferonska 
transkripcijska faktorja IRF1 in IRF7, kar sproži sintezo interferona tipa III (IFN III). 
Izbitje STING v primarnih celicah humanih makrofagov zavira zmožnost izražanja IFN 
III, kar kaže na to, da je STING prenašalec interferonskega odziva pri senzorju Ku70 
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2.3.4.5 LRRFIP1 
LRRFIP1 je citosolni senzor, ki ima več izooblik. S svojim C-terminusom zaznava 
dsRNA. Ob aktivaciji proteina se posredno poveča izražanje IFN tudi v odsotnosti 
virusov, kar nakazuje, da protein zaznava tudi DAMP. Med okužbo z virusi ga najdemo 
v endosomih in veziklih z virusno RNA. Signalno pot lahko sproži z vezavo na TLR3, 
ki aktivira signalno pot MyD88-NF-κB-vnetni citokini, ali z vezavo na RIG-I, ki 
aktivira signalno pot TBK1-IRF3-IFN I (Bagashev in sod., 2010, Yang in sod., 2010). 
2.3.4.6 MRE11 
MRE11 deluje kot citosolni senzor za dsDNA, ki zaide v citosol po poškodbi ali 
apoptozi sosednjih celic. Po vezavi DNA na MRE11 se priključi še protein RAD50, kar 
aktivira signalne poti, ki so povezane s proteinom STING. Zažene se interferonski 
odziv. Kondo in sod. (2013) menijo, da protein MRE11 zavira premočne odzive na 
eksogeno DNA, podobno kot DNaza III, da ne pride do nepotrebnega interferonskega 
odziva, kar lahko vodi v razvoj avtoimunih bolezni (Kondo in sod., 2013; Sui in sod., 
2017). 
2.3.4.7 Družina proteinov PYHIN  
Družina proteinov PYHIN sodeluje pri proliferaciji celic, preživetju in diferenciaciji. 
Vsak protein PYHIN ima N-terminalno domeno, ki reagira z drugimi proteini. 
C-terminalna domena se imenuje domena HIN in ta se veže na fosfatno ogrodje DNA, 
kar pomeni, da citosolni senzorji DNA iz te družine zaznavajo DNA neodvisno od 
zaporedja nukleotidov (Paludan in Bowie, 2013). 
AIM2 
AIM2 je 343 aminokislin dolg protein, ki ima dve vezavni mesti za oligonukleotide 
(Fernandes-Alnemri in sod., 2009). AIM2 je v citoplazmi in veže dsDNA, daljša je 
DNA, bolj je imunogena. Ob vezavi dsDNA AIM2 oligomerizira in se veže s proteinom 
ASC. Sledi aktivacija kaspaze 1. Tako se sestavi inflamasom prek kaspaze, ki zažene 
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časa, se v makrofagih sproži celična smrt (Paludan in Bowie, 2013; Connolly in Bowie, 
2014; Schroder in sod., 2009). 
p202 
Protein 202 se veže specifično na dsDNA, ne glede na zaporedje nukleotidov, 
pomembna pa je dolžina nukleotidov. Vsebuje dve domeni HIN, vendar je v primerjavi 
z drugimi člani družine PYHIN brez pirinske domene. Zato ne sodeluje s proteinom 
ASC, kar nakazuje, da je protein 202 antagonist delovanju citosolnega senzorja AIM2 
(Schroder in sod., 2009). 
IFI16 
Citosolni senzor IFI16 so raziskovali v makrofagih in ugotovili, da je pomemben, ker 
pospešuje aktivacijo citosolnega senzorja cGAS in s tem proizvajanje cGAMP, ki vodi 
v interferonski odziv. V primerjavi s cGAS, ki prepozna le dsDNA, prepoznava tudi 
ssDNA ter infekcije s HSV in nekaterimi bakterijami, kot so Listeria sp. S svojo 
domeno HIN lahko veže DNA, s pirinsko domeno pa lahko tvori interakcije z drugimi 
proteini. Utišanje gena IFI16 vodi v slabši interferonski odziv v humanih makrofagih. 
Ne morejo ga preučevati na miših, ker mišji genom nima ortologa tega gena (Jønsson in 
sod., 2017). V primerjavi z večino drugih citosolnih senzorjev se ta nahaja tudi v jedru. 
Ob infekciji HSV lahko spodbudi tvorbo inflamasoma (Paludan in Bowie, 2013; 
Connolly in Bowie, 2014). 
2.4 POVEZAVA MED RAKOM IN IMUNSKIM SISTEMOM 
Zdravljenje raka je danes tako uspešno, da rak postaja kronična bolezen (Arko in sod., 
2018), vendar ostaja zasevanje vodilni razlog za smrt bolnikov. Po zdravljenju zaščita 
proti raku ni dolgotrajna, saj veliko pacientov doživi ponovitev bolezni. Želimo si, da bi 
znali spodbuditi IS proti rakavim celicam tako, da bi dosegli doživljensko imunsko 
odpornost (Showalter in sod., 2017). 
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V kompleksnem procesu nastanka raka ima IS ključno vlogo. Rakave celice imajo velik 
prilagoditveni potencial, saj se lahko hitro spreminjajo. Proces preureditve delovanja IS 
imenujemo imunsko preurejanje (angl. Immunoediting) (slika 3), ki ga delimo na tri 
faze. V prvi fazi, fazi eliminacije (Arko in sod., 2018) je IS močno vključen v 
preprečevanje razvoja in obrambo proti rakavim celicam (Candeias in Gaipl, 2016). 
Sklepa se, da veliko začetnih okvarjenih celic IS uniči, preden se uspejo razviti v rakavo 
tkivo (Krysko in sod., 2012), saj imunske celice prepoznajo tumorsko specifične 
antigene na površini mutiranih celic (Lydyard in sod., 2005). Sledi faza ravnovesja, v 
kateri IS nadzira razraščanje tumorja, vendar ne more več zmanjševati tumorske mase. 
Število aktivno odstranjenih in na novo nastalih tumorskih celic je v ravnovesju (Arko 
in sod., 2018). Ker IS na rakave celice ustvarja močan selekcijski pritisk, se imunskemu 
nadzoru izmaknejo ravno tiste z nizko imunogenostjo, ki ne proizvajajo tumorsko 
specifičnih antigenov. Poleg tega so zaradi hitrih sprememb v TMO podvržene dodatni 
selekciji, genomska nestabilnost pa pripomore k hitri odzivnosti rakavih celic na te 
spremembe. Zaradi teh lastnosti med vsemi rakavimi celicami preživijo ravno tiste, ki 
se jim uspe izmakniti imunskemu nadzoru oz. proizvajajo proteine, ki imunski odziv 
blokirajo (Krysko in sod., 2012). Rakave celice tako dobijo zmožnost vplivanja na IS z 
bioaktivnimi molekulami, s katerimi si pripravijo in zagotovijo okolje za nemoten 
razvoj tumorja. Tumor vstopi v fazo tolerance imunskega preurejanja, kjer IS ne zmore 
več nadzorovati razvoja tumorja, zato se tumor razraste in lahko zaseva. V TMO v 
zadnji fazi prevladujejo regulatorne celice imuskega sistema, ki popolnoma spremenijo 
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Slika 3: Preurejanje imunskega sistema pod vplivom delovanja dejavnikov iz tumorskih celic (Arko in 
sod., 2018) 
Do nedavnega so znanstveniki mislili, da apoptoza rakavih celic po terapijah ne 
povzroči imunskega odziva, saj so zdravila za humane tumorje testirali na miših z 
zavrtim IS. V zadnjih letih pa so ugotovili, da zdravljenje, pri katerem pride do poškodb 
na jedrni in mitohondrijski DNA ter do apoptoze rakavih celic, sproži sproščanje 
DAMP v okolje, kar aktivirajo imunske celice v bližini. Te se na tumorske celice 
odzovejo zelo podobno kot na patogene ali poškodovane celice. Pojav so poimenovali 
imunogena celična smrt (ICS) (Krysko in sod., 2012). 
ICS je v bistvu apoptoza, ki spodbudi imunski odziv z imunostimulatornimi 
molekulami, ki jih oddaja umirajoča celica. Prav zaradi ugotovitve, da nekatere terapije 
povzročijo ICS, se vedno bolj raziskuje, s katerimi zdravili jo lahko sprožimo. Rakave 
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ali žarki γ in vsajene podkožno v imunološko kompetentne miši, so delovale kot 
vakcina proti raku. Znatno število miši je bilo tudi zaščitenih pred poznejšo ponovitvijo 
raka z živimi rakavimi celičnimi linijami. Ključno pri ICS je, da sprožitelj sproži stres 
ER in povzroči nastajanje reaktivnih kisikovih spojin, kar aktivira signalne poti za 
nevarnost in povzroči pošiljanje DAMP v medcelični prostor. Zdravili, ki sta se izkazali 
kot dobra sprožilca ICS, sta doxorubicin in mitoxantron, aktivirajo pa jo tudi žarki γ. 
Povzročitelji ICS so zelo raznoliki biološko (onkolitski virusi, protitelo za receptor za 
epidermalni rastni dejavnik) in kemijsko. Razdelili so jih na dva razreda: povzročitelji 
ICS tipa I in povzročitelji ICS tipa II. Povzročitelji ICS tipa I sprožijo apoptozo preko 
tarč, ki niso direktno povezane z ER, na primer citosolni proteini, kanalčki celične 
membrane in proteini celične membrane. ICS povzročijo zaradi sekundarnega stresa na 
ER, medtem ko povzročitelji ICS tipa II delujejo direktno na ER. Zaradi porušitve 
homeostaze in sprožitve stresa ER sprožijo apoptozo. So učinkovitejši, robustnejši v 
primerjavi s povzročitelji ICS tipa I (Krysko in sod., 2012).  
Zaradi mikroevolucije prihaja do odpornosti raka tudi pred ICS, zato je smiselno 
razmisliti o zdravljenju s kombinacijo povzročiteljev ICS, ki bi bili dovedeni istočasno 
in bi delovali na različne signalne poti v celici (Krysko in sod., 2012), saj je v zadnjih 
letih je postalo jasno, da IS v določenih pogojih in pri nekaterih vrstah raka lahko 
pospešuje razvoj raka, vendar še ni razjasnjeno, zakaj se to zgodi (Candeias in Gaipl, 
2016). 
Končni cilj imunoterapije raka je, da se ustvari robustni imunski odziv, ki spodbudi 
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3 MATERIAL IN METODE 
Eksperimentalno delo smo izvajali na Onkološkem inštitutu Ljubljana, na Oddelku za 
eksperimentalno onkologijo. 
Pri poskusih smo uporabljali celice humanega melanoma Sk-Mel28 in humane celice 
adenokarcinoma debelega črevesa in danke HT29. Eksperimentalno delo je potekalo v 
zaščitni komori z laminarnim pretokom zraka (LAF komora), da so gojišča in material 
med poskusom ostali sterilni. 
3.1 CELIČNE LINIJE 
3.1.1 Celice humanega melanoma Sk-Mel28 
Celice humanega melanoma Sk-Mel28 (American Type Culture Collection (ATCC), 
Manassas, Virginia, ZDA) smo gojili v gojišču AMEM (Life Technologies, Grand 
Island, NY, ZDA) z dodatki: 5-odstotnega fetalnega govejega seruma (FBS, Thermo 
Fisher Scientific, Waltham, MA, ZDA), 10 Mm/l L-glutamina (Thermo Fisher 
Scientific), 100-U/ml penicilina (Grutenhal, Aachen, Nemčija) in 50-mg/ml 
gentamicina (Krka, Novo Mesto, Slovenija). Celice smo gojili v inkubatorju na 37 °C in 
5 % CO2. 
3.1.2 Celice humanega adenokarcinoma HT29 
Celice humanega adenokarcinoma debelega črevesa in danke HT29 (ATCC) smo gojili 
v gojišču ADMEM (Thermo Fisher Scientific) z dodatki: 5-odstotnega fetalnega 
govejega seruma (FBS, Thermo Fisher Scientific), 10 Mm/l L-glutamina (Thermo 
Fisher Scientific), 100 U/ml penicilina (Grutenhal) in 50 mg/ml gentamicina (Krka). 
Celice smo gojili v inkubatorju na 37 °C in 5 % CO2. 
3.2 NUKLEINSKE KISLINE 
V izbrane celice smo vnesli različne NK; plazmid Vax (pVax) (Thermo Fischer 
Scientific) v koncentracijah 1 mg/ml, 2 mg/ml in 3,5 mg/ml, malo interferenčno RNA 
CD105 (Thermo Fischer Scientific) v koncentraciji 0,1 mg/ml, malo interferenčno RNA 
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malo interferenčno RNA z visoko vsebnostjo regij GC (Thermo Fischer Scientific) v 
koncentraciji 0,1 mg/ml, oligonukleotida ODN 1720 (Thermo Fischer Scientific) in 
ODN 1668 (Thermo Fischer Scientific) v koncentraciji 2 mg/ml ter gDNA, ki smo jo 
izolirali iz mišje vranice, v koncentraciji 1 mg/ml. 
pVax je 3,0 kb krožna molekula DNA brez gena za tarčni protein. Uporabljajo jo 
predvsem za pripravo vakcin. Podvaja se v bakteriji E. coli, v visokih količinah pa se 
izraža v večini sesalskih celic.  
Mala interferenčna RNA CD105 (siRNA CD105) utiša izražanje gena za endoglin. Z 
utišanjem tega gena vplivamo na počasnejšo rast tumorja, saj z vnosom te molekule 
preprečimo aktivacijo signalne poti, ki pospešuje proliferacijo celic v žilju. Z 
zmanjšanjem angiogeneze vplivamo na znižan prenos hranil in kisika do tumorskega 
tkiva.  
Mala interferenčna RNA z različnimi vsebnostmi regij GC (siRNA medium GC in 
siRNA high GC) nam služita kot negativna kontrola siRNA CD105. Pri tem smo 
opazovali od zaporedja neodvisne učinke molekule siRNA, ki jih povzročimo z 
vnašanjem v tumorske celice. Zaporedja teh siRNA niso homologna z nobenim 
vretenčarskim transkriptomom. 
Oligonukleotid ODN 1668 (5'-TCCATGACGTTCCTGATGCT-3') ima v svoji 
sekvenci motiv CpG, oligonukleotid ODN 1720 
(5'-TCCATGAGCTTCCTGATGCT-3') pa je brez tega motiva. Zaradi te razlike smo 
lahko primerjali, ali se senzorji NK v rakavih celicah odzivajo drugače ob prisotnosti 
oz. odsotnosti motiva CpG. 
Mišja genomska DNA (gDNA) iz vranice ima 2,7 milijona baznih parov v 20-ih 
kromosomih. Pred genskim elektroprenosom gDNA nismo obdelali z nobenim 
encimom. Mišjo gDNA smo v celice vstavili, ker smo želeli preveriti, ali se humane 
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3.2.1 Izolacija genomske DNA 
gDNA smo pridobili iz vranic miši s kompletom DNeasy Blood and tissue kit 
(QIAGEN Hilden, Nemčija). 
10 mg vranice smo najprej strli v tekočem dušiku ter jo prenesli v 1,5-mililitrsko 
mikrocentrifugirko in dodali 180 µl pufra ATL za lizo tkiva. Dodali smo 20 µl 
proteinaze K za razgradnjo proteinov okrog DNA. Vse smo dobro premešali z 
vibracijskim mešalom in tkivo nato inkubirali pri 56 °C, dokler ni popolnoma liziralo. 
Med inkubacijo smo tkivo večkrat premešali. Po inkubaciji smo z vibracijskim mešalom 
lizirano tkivo mešali še 15 s. Dodali smo 200 µl pufra AL za lizo tkiva in spet 
premešali. Potem smo dodali 200 µl 96-odstotnega etanola in spet dobro premešali. 
Celotno mešanico smo prestavili v spin kolono DNeasy Mini. Kolono smo vstavili v 
2-militrsko tubico. Centrifugirali smo na 8000 obratov/min 1 minuto. Zavrgli smo 
tekočino in zbiralne tubice. Spin kolono DNeasy Mini smo prestavili v novo 2-militrsko 
tubico ter dodali 500 µl pufra AW1 za čiščenje DNA, vezane na kolono. Centrifugirali 
smo 1 minuto pri 8000 obratih/min. Tubico in tekočino, ki je stekla skozi, smo zavrgli. 
Kolono smo prestavili v novo 2-militrsko tubico, dodali 500 µl pufra AW2 za čiščenje 
DNA ter centrifugirali 3 minute pri 14000 obratih/min, da smo popolnoma osušili 
membrano DNeasy na koloni. Tubico s tekočino smo zavrgli. Spin kolono DNeasy Mini 
smo prestavili v novo 1,5-militrsko mikrocentrifugirko in odpipetirali 200 µl pufra AE 
za izpiranje DNA z membrane na koloni v mikrocentrifugirko. 1 minuto smo inkubirali 
na sobni temperaturi, nato pa centrifugirali 1 minuto pri 8000 obratih/min, da se je DNA 
izločila. Zadnji korak smo ponovili še enkrat. 
S programom Gen 5 na aparatu Tecan (Tecan Gropu Ldt, Männedorf, Zürich, Švica) 
smo izmerili količino gDNA. Potrebno jo je bilo skoncentrirati, zato smo to storili z 
napravo za koncentriranje vzorcev Eppendorf concentration plus (Eppendorf, Hamburg, 
Nemčija). Vsako uro smo spektrofotometrično preverili koncentracijo gDNA, dokler 
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3.3 GENSKI ELEKTROPRENOS (GEP) IN VITRO 
Za vnos NK v celice smo uporabili genski elektroprenos. Celicam smo iz petrijevk 
odvzeli gojišče ter dodali 8 ml raztopine tripsina (0,25 % tripsina, etilendiamin 
tetraacetat (EDTA)), v Hankovem pufru (Gibco, Thermo Fisher Scientific), ogretega na 
37 °C. Tripsin je razgradil vezi, ki so jih celice tvorile s podlago. Med tem smo plošče 
rahlo stresali, da smo postopek pospešili. Nato smo dodali 10 ml ustreznega gojišča s 
FBS, da smo tripsin inaktivirali. Celično suspenzijo s plavajočimi celicami smo 
prestavili v centrifugirko. Centrifugirali smo jih 5 minut (THERMO, Heareus 
MULTIFUGE 1S-R centifure) pri sobni temperaturi in pri 1500 obratih/min. 
Supernatant, ki je vseboval gojišče in tripsin, smo odstranili, pelet iz celic na dnu 
centrifugirke smo resuspendirali v 5 ml hladnega (4 °C) elektroporacijskega pufra 
(125 mmol/l saharoze, 10 nmol/l KHPO4, 2,5 nmol/l KH2PO4, 2 mmol/l MgCl2 x 6H2O) 
in celično suspenzijo ponovno centrifugirali (1500 obratov/min, 5 min, sobna 
temperatura). Ponovno smo odlili supernatant in previdno odpipetirali preostanek 
elektroporacijskega pufra. Celice smo resuspendirali v 150–200 µl (za približno 5 –
 10 x 10
6
 celic) elektroporacijskega pufra in jih od tega koraka naprej hranili na ledu. 
Natančno smo izmerili volumen celične suspenzije ter določili število celic s 
hemocitometrom. Dodali smo toliko eletroporacijskega pufra, da smo dobili 
koncentracijo celic 2,2 x 10
7
 celic/ml. 
Pripravili smo si toliko mikrocentrifugirk, kolikor GEP smo naredili, in v vsako 
mikrocentrifugirko odpipetirali 44 µl pripravljene celične suspenzije. 
Mikrocentrifugirke smo hranili na ledu. Pred GEP smo si pripravili in ustrezno označili 
še mikrotitrsko ploščico s 24-imi vdolbinicami, obdelano tako, da se celice nanjo ne 
pritrdijo (Corning Inc., Corning, NY, ZDA). Tik pred GEP smo celicam v 
mikrocentrifugirkah dodali 11 µl ustrezne koncentracije NK oz. elektroporacijski pufer 
pri kontroli. 
S pipetiranjem smo dobro premešali vsebino mikrocentrifugirke in odpipetirali 50 µl 
celične suspenzije med nerjaveči elektrodi elektroporatorja GT-01 (Fakulteta za 
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Za GEP smo uporabili dva različna protokola pulzov, ki smo jih označili kot EP1 in 
EP2. 
Parametri za GEP po protokolu EP1 so bili: število pulzov Ni = 8, trajanje pulza 
Ti = 5000 µs, napetost U = 120 V; razmerje med amplitudo električnega toka in razdaljo 
E = 600 V/cm, razmik med elektrodama d = 0,2 cm, frekvenca ν = 1 Hz. 
Parametri za GEP po protokolu EP2 so bili: število pulzov Ni = 6, trajanje pulza 
Ti = 100 µs, napetost U = 260 V, razmerje med amplitudo električnega toka in razdaljo 
E = 1300 V/cm, razmik med elektrodama d = 0,2 cm, frekvenca ν = 4Hz. 
Po GEP smo elektroporirano suspenzijo prenesli na mikrotitrsko ploščico s 24-imi 
vdolbinicami in ji takoj dodali volumsko enako količino 100-odstotnega FBS (50 µl), 
saj ta poveča delež preživetja občutljivih celic po izpostavitvi električnim pulzom. 
Celice, ki so ostale na elektrodah, smo v vdolbinico mikrotitrske ploščice sprali z 
dvakratnim volumnom (100 μl) izotoničnega fosfatnega pufra (PBS). Po 5 minutah smo 
v posamezno vdolbinico z elektroporirano suspenzijo dodali 1 ml predpisanega gojišča. 
Elektrodi smo med posameznimi elektroporacijami očistili s 70-odstonim etanolom, ju 
dobro obrisali s sterilno gazo in počakali, da sta se popolnoma posušili. Mikrotitrsko 
ploščico smo po opravljeni GEP postavili v inkubator na 37 °C, 5 % CO2, za določen 
čas glede na metodo raziskovanja, s katero smo nadaljevali; 4 ure pred izolacijo mRNA, 
24 ur pred citospini ter barvanjem po Giemsi in 72 ur pred merjenjem citotoksičnosti. 
Celice HT29 so občutljivejše na elektroporacijo, zato smo v vsako vdolbinico 
mikrotitrske plošče naredili po 2 GEP, da smo imeli dovolj celic za uspešno izolacijo 
mRNA. To pomeni, da smo imeli na koncu v vsaki vdolbinici 2 x 10
6
 celic. Podvojili 
smo tudi količino FBS ter PBS. Količina gojišča je ostala 1 ml. 
3.4 CITOTOKSIČNOST 
Po GEP smo želeli videti, kakšen delež celic terapijo preživi. Viabilnost celic, 
normalizirana na kontrolno, netretirano skupino, nam pove, kako citotoksična je terapija 
za celice. Celice smo po GEP prenesli na transparentno mikrotitersko ploščico z ravnim 
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Sk-Mel28 ali 4000 celic HT29 v volumnu 100 μl. Pri vsaki skupini smo naredili 8 
ponovitev. Inkubirali smo jih 72 ur v inkubatorju pri 37 °C in 5 % CO2. Celicam smo po 
72 urah dodali 10 µl barvila PrestoBlue v vsako vdolbinico ter jih inkubirali 30 minut v 
inkubatorju. Zatem smo v čitalcu mikroplošč Infinite 200 (Tecan Group Ldt., 
Männedorf, Zürich, Switzerland) pomerili fluorescenco pri ekscitaciji 560 nm in emisiji 
590 nm v programu Magellan 6 z nastavitvijo ALAMAR fluorescence bottom shaking. 
Dobljene podatke smo obdelali s programom Microsoft Excell (Microsoft Corporation, 
Washington, ZDA). Iz podatkov smo izračunali povprečni delež preživelih celic in 
standardni odklon pri posamezni terapiji. 
3.5 CITOSPINI IN BARVANJE PO GIEMSI 
Da bi določili morfologijo celic, smo izvedli citološko analizo citospini ter jih pobarvali 
po Giemsi. 
3.5.1 Citospini 
Citospin je citološka metoda, pri kateri s citocentrifugo skoncentriramo celice na 
objektno steklo. Celice smo želeli morfološko primerjati z mikroskopijo, zato smo jih 
po GEP z različnimi NK in električnimi pulzi (EP1 in EP2) pripravili za centrifugiranje 
s citocentrifugo. 
Za preparate citospine smo pripravili celice, ki so bile po GEP 24 ur v inkubaciji pri 
37 ºC in 5 % CO2. Za vsako objektno steklo smo potrebovali 2000 celic, vendar smo iz 
mikrotitrskih plošč s 24-imi vdolbinicami odvzeli po 4000 celic iz posamezne 
(eksperimentalne) skupine. V mikrocentrifugirki smo jih zmešali s 160 μl PBS. Nato 
smo sestavili citospine: Objektno steklo smo vstavili v kovinsko ogrodje za citospin, 
steklo smo prekrili s polovico filterpapirja za citospin ter čezenj položili lijak za 
citospine. Pozorni smo bili, da sta bili odprtinica lijaka in luknjica v filterpapirju 
poravnani, da so celice lahko pristale na objektnem steklu, filter papir pa je vsrkal 
odvečen PBS. Vse skupaj smo pritrdili s kovinskim ogrodjem, nato pa smo v lijak 
odpipetirali 80 μl dobro premešane suspenzije celic in PBS. Sestavljene citospine smo 
previdno vstavili v citocentrifugo. Centrifugirali smo 4 minute pri 1000 obratih/min. Po 




Škerjanec T. Vpliv genskega elektroprenosa na izražanje citosolnih senzorjev ... citokinov v humanih celicah in vitro. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2019 
 
 
  34 
 
da nismo poškodovali celic na objektnem steklu. Objektna stekla smo pustili na zraku 
obrnjena navzgor, da so se posušila. 
Ker so celice HT29 tvorile skupke, smo jih pred zgoraj opisanim postopkom 
tripsinizirali z raztopino tripsina. 
3.5.2 Barvanje po Giemsi 
Ko so se celice na objektnih steklih popolnoma posušile, smo jih pobarvali po Giemsi. 
Najprej smo preparate na objektnih steklih za 15 minut prelili z metanolom. Zaradi 
izhlapevanja metanola smo ga vsaki 2 minuti po kapljicah dodajali, da se preparati niso 
izsušili. Zatem smo objektna stekla sprali z vodovodno vodo. Pripravili smo fosfatni 
pufer tako, da smo eno tabletko Merck 1.11374.0100 – Na2HPO4x2H2O 0,47 g/l, 
KH2PO4 0,47 g/l raztopili v 1 l redestilirane vode. V 85 ml fosfatnega pufra smo dodali 
15 ml barvila Giemsa. Preparate smo polili z razredčenim barvilom Giemsa za 15 
minut, nato pa smo objektna stekla sprali pod tekočo vodo. Čez noč smo pustili, da so se 
dobro posušila, naslednji dan pa smo čez preparate kanili kanadski balzam in jih pokrili 
s krovnimi stekelci. 
Preparate smo opazovali z mikroskopom Olympus BX51 (Olympus, Tokijo, Japonska) 
ter naredili slike s programom CellSens (Olympus). 
3.6 VERIŽNA REAKCIJA S POLIMERAZO V REALNEM ČASU (qPCR) 
Da bi določili stopnjo izražanja genov za citosolne senzorje NK pri poskusu, smo 
naredili verižno reakcijo s polimerazo v realnem času. 
Verižna reakcija s polimerazo (PCR) je tehnika v molekularni biologiji, ki lahko 
namnoži katero koli kratko zaporedje DNA. Uporabna je, ker lahko DNA analiziramo 
tudi, kadar je začetni vzorec zelo majhen.  
Verižna reakcija s polimerazo v realnem času (qPCR) je nadgradnja PCR, pri kateri 
lahko pomnoževanje tarčnih molekul spremljamo ob posameznemu ciklu s 
fluorescenčnimi barvili. Naprava za qPCR ima poleg grelca tudi fluorimetre, ki 
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stopnjo fluorescence (oddane svetlobe). Izbiramo lahko med nespecifičnimi barvili in 
sondami za določeno zaporedje. Pri našem delu smo izbrali nespecifično barvilo SYBR 
Green, ki se veže na vsako dsDNA v vzorcu. Ker število želenih molekul v začetnih 
ciklih narašča eksponentno, lahko natančno določimo količino DNA, ki je bila na 
začetku prisotna v vzorcu. Cikel, v katerem količina produkta naraste dovolj, da 
detektor signal zazna, se imenuje pražni cikel (CT). Bolj izražen gen detektor zazna v 
nižjem ciklu in ima zato nižjo vrednost CT. Manj izražen gen detektor zazna v 
kasnejšem ciklu, zato je vrednost CT takega gena višja. Referenčne gene pri qPCR 
uporabljamo za primerjavo z iskanimi geni, ker je izražanje teh genov v vseh fizioloških 
stanjih enako. Iz vrednosti CT iskanega gena in CT referenčnega gena izračunamo faktor 
povišanega izražanja (FPI) iskanega gena (Fraga in sod., 2008) 
qPCR uporabljamo pri genotipizaciji, kvantificiramo prisotnost virusa pri pacientih ali 
ocenimo število kopij določenega gena v rakavem tkivu (Fraga in sod., 2008). 
qPCR, združena z reverzno transkripcijo (slika 4), nam omogoči določanje ravni 
izražanja genov v posameznem tkivu. To smo uporabili pri našem delu, ko smo 
opazovali spreminjanje ravni izražanja genov različnih citosolnih DNA senzorjev v 
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Slika 4: Shematski prikaz izvedbe metode qPCR združene z reverzno transkripcijo (Basic principles of 
RT-qPCR, 2019). RT = reverzna transkriptaza, DNA Pol = DNA polimeraza, dNTP = deoksinukleozid-
trifosfati. 
 
Iz celic smo po GEP izolirali molekule RNA ter jih z reverzno transkriptazo prepisali v 
komplementarno DNA (cDNA). Z začetnimi oligonukleotidi smo kvantificirali 
izražanje posameznih citosolnih senzorjev DNA in citokinov pri različnih terapijah 
glede na referenčni gen za β-aktin. 
3.6.1 Izolacija mRNA iz tretiranih celic 
Izolacijo mRNA smo naredili s kompletom PeqGOLD Total RNA kit (Peqlab, 
Pensilvanija, ZDA) po ustaljenem protokolu proizvajalca izolacijskega kompleta za 
izolacijo RNA (Navodila proizvajalca, str. 17–20). Celice smo 4 ure po GEP prenesli iz 
mikrotitrskih ploščic v mikrocentrifugirke in jih centrifugirali s centrifugo Heraeus 
Fresco 21 (Thermo Fisher Scientific) 5 minut pri sobni temperaturi pri 1500 
obratih/min. Supernatant smo odlili, s celicami pa smo od tega koraka naprej delali z 
laboratorijsko opremo brez ribonukleaz in deoksiribonukleaz. Celicam smo dodali 
300 μl pufra RNA za lizo celic. Lizat smo prenesli na kolone za odstranjevanje DNA, ki 
so ležale v 2-mililitrskih zbiralnih tubicah. Centrifugirali smo pri 12.000 x g 1 minuto 
na sobni temperaturi. Tekočino, ki je stekla skozi, smo odpipetirali v nove 
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70-odstotnega etanola in vse skupaj dobro premešali na vibracijskem mešalu. Vsebino 
smo prenesli na kolone, ki so vezale RNA. Centrifugirali smo pri 10.000 x g 1 minuto. 
Nato smo kolone sprali s 500 μl RNA Wash Buffer I in centrifugirali 15 sekund pri 
10.000 x g. Kolone smo ponovno sprali s 600 μl RNA Wash Buffer II in ponovno 
centrifugirali 15 sekund pri 10.000 x g. Odlili smo tekočino, ki je pritekla skozi, ter 
ponovili spiranje mRNA z RNA Wash Buffer II. Kolone za vezavo RNA smo prestavili 
v nove 1,5-mililitrske mikrocentrifugirke ter dodali 30 μl sterilne destilirane vode brez 
ribonukleaz in centrifugirali 1 minuto pri 5000 x g, da se je RNA izločila v vodo. 
3.6.2 Merjenje količine izolirane mRNA 
Na ploščico Take3 Session (BioTek, Vermont, ZDA) smo na označena mesta 
odpipetirali dve paralelki po 2-mikrolitrska vzorčka mRNA iz vsake eksperimentalne 
skupine. Kot negativno kontrolo oz. ozadje smo uporabili destilirano vodo brez 
ribonukleaz. Količino dobljene mRNA in njeno čistost smo pomerili s programom Gen5 
na aparatu Tecan (Tecan Group Ldt.). Vzorec RNA je v napravi izpostavljen 
ultraviolični svetlobi z valovno dolžino 260 nm in 280 nm. Količino RNA pomerimo z 
osvetlitvijo z 260 nm. RNA absorbira del svetlobe, drugo pa zazna fotodetektor v 
napravi. S temi podatki lahko izračunamo koncentracijo RNA v vzorcu. Več svetlobe 
RNA absorbira, višja je koncentracija RNA v vzorcu. Čistost vzorca določimo glede na 
razmerje abosrbance svetlobe valovnih dolžin 260 nm/280 nm, kjer nam rezultat med 
1,8 in 2 zagotovi, da je vzorec dovolj čist za nadaljnje delo. Do naslednje uporabe smo 
izolirano mRNA hranili v zamrzovalniku pri –80 °C. 
3.6.3 Prepis mRNA v komplementarno DNA (cDNA) 
Izolirane molekule mRNA smo prepisali v cDNA s kompletom SuperScript™ VILO™ 
cDNA Synthesis Kit (Thermo Fischer Scientific) po navodilih proizvajalca. Izolirane 
enoverižne celične molekule mRNA smo najprej prepisali v molekule cDNA, in sicer 
smo v 200-mikrolitrske mikrocentrifugirke odpipetirali 1000 ng mRNA, 2 µl encima 
VILO (Thermo Fischer Scientific), 4 µl VILO mix-a (Thermo Fischer Scientific) ter 
dopolnili z vodo DEPC do 20 µl. Dvoverižne molekule cDNA smo sintetizirali v 
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42 °C. Reakcijo smo zaustavili tako, da smo za 5 minut temperaturo povišali na 85 °C. 
Dobljene molekule cDNA smo do nadaljnjih analiz shranili v zamrzovalniku na –20 °C. 
3.6.4 Oligonukleotidni začetniki za citosolne senzorje NK  
Oligonukleotidne začetnike za gene citosolnih senzorjev NK in citokine (IDT 
Coralville, IA) (preglednica 1) smo naročili pri Integrated DNA Technologies. Izbrali 
smo si naslednje: citokina TNFα ter IFNβ in senzorje NK: STING, AIM2, cGAS, DAI, 
DDX60, DHX9, DHX36, IFI16, Ku70, LRRFIP1, MRE11, p202 in RIG-I. Kot 
referenčni gen smo uporabili β-aktin (ACTB). Ker so bili v obliki liofiliziranega praška, 
smo jih raztopili v vodi DEPC (Thermo Fischer Scientific), da smo dobili 100 µM 
raztopine oligonukleotidnih začetnikov in jih shranili v zamrzovalniku na –20 °C. V 
novi mikrocentrifugirki smo združili 50 µl 100 µM smernih in 50 µl 100 µM 
protismernih oligonukleotidnih začetnikov ter 400 µl vode DEPC. 
 
Preglednica 1: Seznam oligonukleotidnih začetnikov in njihova zaporedja F = smerni oligonukleotidni 




IME SENZORJA NK OLIGONUKLEOTIDNO ZAPOREDJE 
ZAČETNIKA (5'→3') 
Referenčni gen:   
ACTB β-aktin F: ACCTTCTACAATGAGCTGCG 
R: CCTGGATAGCAACGTACATGG 
Tarčni geni:   
TNFα (citokin) Dejavnik tumorske nekroze α F: ACTTTGGAGTGATCGGCC 
R: GCTTGAGGGTTTGCTACAAC 
IFNβ (citokin) Interferon β F: CTAACTGCAACCTTTCGAAGC 
R: GGAAAGAGCTGTAGTGGAGAAG 
STING Stimulator genov IFN F: CTTCACTTGGATGCTTGCC 
R: CCGATGTAATATGACCATGCCAG 
AIM2 Odsoten v melanomu 2 F: TGAAACCCCGAAGATCAACAC 
R: CCCAGTACTTCCATTTTCCCAG 
cGAS ciklična GMP-AMP-sintaza F: AGGAAGCAACTACGACTAAAGC 
R: TCACAGCACGTTTTAGATTTTCC 
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nadaljevanje preglednice 1: Seznam oligonukleotidnih začetnikov in njihova zaporedja 
 
3.6.5 Verižna reakcija s polimerazo v realnem času (qPCR) 
Na mikrotitrske ploščice s 96-imi vdolbinicami smo odpipetirali 10 µl PowerUp™ 
SYBR™ Green Master Mix, 4,6 µl vode DEPC, 0,4 µl mešanice smernih in 
protismernih začetnih oligonukleotidov ter 5 µl vzorčka molekul cDNA, ki smo jih 
predhodno desetkrat redčili (20 µl cDNA in 180 µl vode DEPC). Po končanem 
pipetiranju smo mikrotitrske ploščice prelepili s prozorno folijo, da vzorčki med verižno 
reakcijo s polimerazo ne bi izhlapeli. Nato smo ploščice centrifugirali 2 minuti pri 2300 
obratih/min, da so se vse raztopine zbrale v kapljici na dnu vdolbinic. Plošče smo 




IME SENZORJA NK OLIGONUKLEOTIDNO ZAPOREDJE 
ZAČETNIKA (5'→3') 
DAI Od DNA odvisen aktivator 
regulatornega faktorja IFN 
F: CAGCTACAATTCCAGAGACCC 
R: TCTTTTGCTGTCCTCATTCCC 
DDX60 DexD/H-box-helikaza 60 F: TTATTCCCGACACATGGCAG 
R: CTCTCCTTCAGCACTTTCTCC 
DHX9 DExH-Box-helikaza 9 F: CAGGTTCCCCAGTTCATTCTAG 
R: CCTCTTTCAAATGCAACTCGC 
DHX36 DExH-Box-helikaza 36 F: GCAGAAAGGGCAGAATCTTG 
R: CAAATACGGGTCTGACTGGAG 
IFI16 Faktor 16, ki inducira interferon γ F: TGCCAGCGTAACTCCTAAAATC 
R: CCACTTCCATCTTCCCTGTATT 
Ku70 Ku70 F: GTGGGAGTCATATTACAAAACCG 
R: CTGAGATTCAAACATAGCCTTGG 
LRRFIP1 Z levcinom bogate regije FLII 
reagirajočega proteina 1 
F: AGTTTGCTGAAGTCAAGGAGG 
R: GTCATCTTGGTAGGACCTTGG 




p202 Protein p202 F: GGCTACGCATTTCTCCTTACC 
R: AAGCTGGGATTCTGTATACTGC 
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Studio 3 (Applied Biosystems, Foster City, Kalifornija). Delali smo po naslednjem 
protokolu: 2 minuti na 50 °C za aktivacijo polimeraze hot-start, 2 minuti na 95 °C za 
začetno denaturacijo molekul cDNA, nato pa 40 ciklov po 15 sekund na 94 °C za 
denaturacijo in 1 minuto na 60 °C za prileganje, podaljševanje in branje fluorescence.  
Dobljene podatke smo obdelali v Microsoft Excelu ter s programom SigmaPlot (Systat 
Software Inc., San Jose, California), kjer smo uporabili enosmerno analizo variance ter 
Holm-Sidakov test. Rezultate smo tudi grafično narisali. 
3.7 STATISTIČNA OBDELAVA PODATKOV 
Za vsako proučevano skupino smo preverili, ali so podatki normalno porazdeljeni (test 
Shapiro-Wilk), nato pa izračunali aritmetično sredino in standardno napako. Skupini 
smo med seboj primerjali z enosmerno analizo variance (One-Way ANOVA) in 
Holm-Sidakovim t-testom. Vrednosti p < 0,05 smo obravnavali kot statistično značilne. 
Za statistično obdelavo podatkov smo uporabljali program SigmaPlot 12 (Systat 
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4 REZULTATI 
Predhodne raziskave vnosa DNA z GEP na celicah mišjega melanoma B16.F10 so 
pokazale, da terapija upočasni rast tumorja in poveča nekrozo tumorskega tkiva (Heller 
in sod., 2013). Poleg tega se v celicah začnejo povišano izražati različni citosolni 
senzorji DNA (DAI, DDX60, p204) in IFNβ (Žnidar in sod., 2016). Zanimalo nas je, ali 
lahko z GEP pri humanih celicah sprožimo enak odziv; povišano izražanje genov za 
citosolne senzorje NK in posledično interferonski odziv. 
Najprej smo želeli preveriti, ali lahko povišano izražanje genov za citosolne senzorje 
NK sprožimo v humanem melanomu Sk-Mel28 oziroma ali se ob GEP različnih NK 
rakave celice melanoma Sk-Mel28 in vitro odzovejo s povišanim izražanjem genov za 
različne citosolne senzorje NK. 
4.1 VPLIV GEP RAZLIČNIH NK NA CELICE Sk-Mel28 
4.1.1 Citotoksičnost GEP na celicah Sk-Mel28 
Poskusi na miših iz člankov Žnidar in sod. (2016); Heller in sod. (2013) ter Bošnjak in 
sod. (2017) so pokazali, da GEP različnih NK v melanomske tumorske celice povzroči 
citotoksičnost in s tem zmanjšano viabilnost mišjih tumorskih celic. Zato smo se 
odločili, da poskus naredimo tudi na humani celični liniji melanoma Sk-Mel28. Najprej 
smo s testom citotoksičnosti na celicah Sk-Mel28 spremljali učinek na preživetje celic 
72 ur po GEP po protokolu elektoporacije EP2 (število pulzov Ni = 6, trajanje pulza 
Ti = 100 µs, napetost U = 260 V, razmerje med amplitudo električnega toka in razdaljo 
E = 1300 V/cm, razmik med elektrodama d = 0,2 cm, frekvenca ν = 4Hz) v kombinaciji 
z različnimi NK. Delež viabilnih celic smo normalizirali na kontrolno, netretirano 
skupino ter na kontrolne eksperimentalne skupine, pri katerih smo v gojišče dodali NK, 
nismo pa opravili GEP. Ugotovili smo, da razlika v viabilnosti celic po GEP s pulzi EP2 
ni statistično značilna v primerjavi s kontrolnimi skupinami. Rezultati testa 
citotoksičnosti so predstavljeni v obliki stolpičnega diagrama s standardno napako (slika 
5), kjer je delež preživelih celic predstavljen glede na GEP različnih NK. Odkrili nismo 
nobene povezave med koncentracijo dodanega plazmida in stopnjo celične smrti pri 
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Slika 5: Stolpični diagram preživelih celic Sk-Mel28 po 72 urah od GEP nukleinskih kislin. Graf 
prikazuje aritmetično sredino s standardnimi napakami (AM ± SE), N = 3, brez EP = brez elektroporacije, 
EP2 = elektroporacija po protokolu EP2, pVAX 1 = plazmid Vax v koncentraciji 1 mg/ml, 
pVAX2 = plazmid Vax v koncentraciji 2 mg/ml, pVAX3,5 = plazmid Vax v koncentraciji 3,5 mg/ml, 
siRNA CD105 = mala interferenčna RNA CD105, siRNA medium GC = mala interferenčna RNA s 
srednjo vsebnostjo regij GC, siRNA high GC = mala interferenčna RNA z visoko vsebnostjo regij GC, 
ODN 1720 = oligonukleotid 1720, ODN1668 = oligonukleotid 1668, gDNA = genomska DNA . 
 
4.1.2 Določevanje tipa celične smrti z barvanjem po Giemsi 
Z barvanjem po Giemsi smo na osnovi morfologije določali vrsto celične smrti, ki jo 
povzroči GEP. Med vzorci smo opazili apoptozo in nekrozo.  
Apoptoza ali programirana celična smrt je visoko reguliran proces, ki pri 
mnogoceličarjih omogoča normalen proces razvoja. Udeležena je pri uravnavanju IS, 
hormonsko odvisne atrofije, embriogenezi in odstranjevanju kemično poškodovanih 
celic. Apoptotska celica izgubi stik z okoliškimi celicami, začne se krčiti, citoplazma se 
zgosti, kromatin kondenzira, jedro fragmentira. Morfološko najopaznejša sprememba je 
nabrekanje celične membrane (angl. blebbing), ki preko reorganizacije citoskeletnih 
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celičnimi komponentami, ki jih opazimo tudi na svojih preparatih (Ziegler in Groscurth, 
2004). 
Nekroza je celična smrt z avtolizo, do katere pride po izgubi integritete membrane. To 
se po navadi zgodi po poškodbi celice, kar vodi do nabrekanja celice, sledi pa 
nenadzorovan izpust citoplazme in organelov iz celice v okolico (Ziegler in Groscurth, 
2004). In vivo tak dogodek povzroči vnetni odziv, ki privabi levkocite in fagocite, da 
odstranijo ostanke mrtve celice. In vitro pa z barvanjem po Giemsi nekrozo opazimo po 
izlitju vsebine lizosomov v citoplazmo. Ker je vsebina lizosomov kisla, znižan pH 
citoplazme povzroči, da se nekrotične celice na preparatih obarvajo bolj rožnato 
(Mindell, 2012).  
Netretirane melanomske celice Sk-Mel28 so velike 25–30 µm. Citoplazemska 
membrana je neravna z veliko izrastki. Jedro je obarvano temnejše in je kroglaste do 
ovalne oblike. (slika 6) Pri mikroskopiranju smo opazili več apoptotskih in nekrotičnih 
celic pri terapijah z GEP NK kot pa ob dodajanju le NK. Apoptotske celice na 
preparatih smo prepoznali, ker so manjše, njihova citoplazma je vakuolizirana. Jedra teh 
celic so temnejša zaradi kondenzacije kromatina. 
Citoplazma nekrotičnih celic na preparatih je svetlo rožnate barve, jedra so svetlo 
vijoličasta, saj je med propadanjem celic prišlo do zakisanja citoplazme. 
Na preparatih vidimo, da je precej celic v fazah mitoze, kar je za tumorske celice 
značilno, saj se pogosto delijo. Po GEP lahko opazimo, da se nekatere celice združijo v 
večjedrne skupke, verjetno zaradi zlivanja celic po elektroporaciji. 
Pri terapiji GEP s pVax v koncentraciji 2 mg/ml opazimo, da se je zlivanje celic 
dogajalo pogosteje kot pri drugih terapijah (slika 8).  
Prevladujoč mehanizem celične smrti pri celicah Sk-Mel28 po protokolu EP2 je bila 
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Slika 6: Celice Sk-Mel28, barvane po Giemsi, levo kontrolne celice, desno elektroporirane celice s pulzi 
EP2, rdeča puščica kaže na nekrotično celico, merilo 100 μm, EP2 = elektroporacija po protokolu EP2. 
 
 
Slika 7: Celice Sk-Mel28, barvane po Giemsi, levo celice, ki smo jim dodali pVax v koncentraciji 
1 mg/ml, desno celice, ki smo jim dodali pVax v koncentraciji 1 mg/ml in jih elektroporirali s pulzi EP2, 
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Slika 8: Celice Sk-Mel28, barvane po Giemsi, levo celice, ki smo jim dodali pVax v koncentraciji 
2 mg/ml, desno celice, ki smo jim dodali pVax v koncentraciji 2 mg/ml in jih elektroporirali s pulzi EP2, 





Slika 9: Celice Sk-Mel28, barvane po Giemsi, levo celice, ki smo jim dodali pVax v koncentraciji 
3,5 mg/ml, desno celice, ki smo jim dodali pVax v koncentraciji 3,5 mg/ml in jih elektroporirali s pulzi 
EP2, rdeče puščice kažejo na nekrotične celice, črna puščica kaže na apoptotsko, merilo 100 μm, 
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Slika 10: Celice Sk-Mel28, barvane po Giemsi, levo celice, ki smo jim dodali malo interferenčno RNA 
CD105 v koncentraciji 0,1 mg/ml, desno celice, ki smo jim dodali malo interferenčno RNA CD105 v 
koncentraciji 0,1 mg/ml in jih elektroporirali s pulzi EP2, rdeče puščice kažejo na nekrotične celice, črna 
pa na apoptotsko, merilo 100 μm, EP2 = elektroporacija po protokolu EP2. 
 
Slika 11: Celice Sk-Mel28, barvane po Giemsi, levo celice, ki smo jim dodali malo interferenčno RNA z 
visoko vsebnostjo parov GC v koncentraciji 0,1 mg/ml, desno celice, ki smo jim dodali malo 
interferenčno RNA z visoko vsebnostjo parov GC v koncentraciji 0,1 mg/ml in jih elektroporirali s pulzi 






Škerjanec T. Vpliv genskega elektroprenosa na izražanje citosolnih senzorjev ... citokinov v humanih celicah in vitro. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2019 
 
 
  47 
 
 Slika 12: Celice Sk-Mel28, barvane po Giemsi, levo celice, ki smo jim dodali oligonukleotid ODN 1720 
v koncentraciji 2 mg/ml, desno celice, ki smo jim dodali oligonukleotid ODN 1720 v koncentraciji 2 
mg/ml in jih elektroporirali s pulzi EP2, rdeči puščici kažeta na nekrotični celici, merilo 100 μm, 




Slika 13: Celice Sk-Mel28 barvane po Giemsi, levo celice, ki smo jim dodali oligonukleotid ODN 1668 v 
koncentraciji 2 mg/ml, desno celice, ki smo jim dodali oligonukleotid ODN 1668 v koncentraciji 2 mg/ml 
in jih elektroporirali s pulzi EP2, rdeča puščica kaže na nekrotično celico, merilo 100 μm, 
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4.1.3 Določevanje stopnje izražanja genov za citosolne senzorje NK po GEP pri 
celicah Sk-Mel28  
Želeli smo preveriti, ali se izražanje genov za citosolne senzorje po GEP poveča in ali se 
ob GEP različnih NK poveča izražanje različnih genov za citosolne senzorje. Najprej 
smo preverili vrednosti CT citosolnih senzorjev v kontrolni skupini, da smo ugotovili, 
ali so citosolni senzorji v celicah Sk-Mel28 prisotni. Nato smo za vsak citosolni senzor 
z meritvami qPCR in statistično obdelavo podatkov določili faktorje povišanega 
izražanja (FPI) (preglednici 2, 3). 
Preglednica 2: Vrednosti CT za referenčni gen in citosolne senzorje nukleinskih kislin v celicah 
Sk-Mel28. 
Referenčni gen CT 
ACTB 16,12 













































































































Preglednica 3: Preglednica izražanja genov za citosolne senzorje nukleinskih kislin v celicah Sk-Mel28 po GEP s pulzi EP2; AM = aritmetična sredina; SE = 
standardna napaka; N = število ponovitev * prikazuje statistično značilno razliko skupine v primerjavi s kontrolno skupino (ANOVA in Holm Sidakov t-test, 
p < 0,050). 
  Senzorji DNA  
























EP2 3 3,46±2,63 4,77±3,21 4,02±3,06 6,15±5,45 3,37±2,38 1,99±1,05 2,05±1,07 2,02±0,73 1,45±0,71 3,14±2,09 3,03±2,04 3,88±2,62 
pVAX 1 
EP2 
3 3,10±2,43 3,90±3,01 4,28±3,42 7,35±6,73 3,49±2,38 2,12±1,04 2,22±1,10 2,21±1,31 1,64±1,01* 3,15±2,07 3,18±1,99 3,88±2,79 
pVAX 2 
EP2 
3 3,58±2,81 4,19±3,28 4,06±3,29 5,78±5,48 3,36±2,34 1,98±1,06 1,98±1,08 1,84±0,94 1,10±0,08 3,28±2,29 2,97±1,95 3,75±2,91 
pVAX 
3,5 EP2 
3 3,48±2,73 4,43±3,45 4,11±3,29 9,00±7,03 3,32±2,39 1,90±1,06 1,97±1,04 1,82±1,09 1,29±0,17 3,37±2,38 2,98±1,93 3,90±2,96 
CD105 
EP2 




3 1,40±0,37 1,38±0,54 1,52±0,08* 1,59±0,21 1,07±0,18 0,89±0,20 0,90±0,09 0,94±0,23 0,90±0,28 1,13±0,08 0,68±0,21 1,07±0,06 
siRNA hi 
GC EP2 








3 0,92±0,19 0,97±0,07 0,87±0,10 0,38±0,03* 1,04±0,12 0,99±0,16 1,03±0,06 0,94±0,11 0,98±0,20 1,18±0,11 1,01±0,03 1,08±0,16 
gDNA 
EP2 
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Pri spremljanju izražanja genov za citosolne senzorje NK v celicah Sk-Mel28 in vitro smo 
ugotovili, da različne NK vplivajo na izražanje različnih genov za citosolne senzorje. Pri 
terapiji, kjer smo v gojišče samo dodali NK, se izražanje genov za citosolne senzorje ni 
povečalo. Ob vstavljanju pVax v koncentraciji 1 mg/ml z GEP smo ugotovili, da se statistično 
značilno poveča izražanje gena za citosolni senzor LRRFIP1. Ob vstavljanju istega plazmida 
v koncentraciji 2 mg/ml in 3,5 mg/ml se statistično značilno ne poviša izražanje nobenega od 
opazovanih genov za citosolne senzorje. 
Vstavljanje siRNA CD105 z GEP ni povečalo izražanja nobenega od opazovanih genov za 
citosolne senzorje, siRNA medium GC in siRNA high GC, namenjeni negativni kontroli, 
spremenita izražanje nekaterih genov za citosolne senzorje. siRNA medium GC zmanjša 
izražanje gena za citosolni senzor cGAS, siRNA high GC pa poviša izražanje gena za 
citosolni senzor p202 in zniža izražanje gena za citosolni senzor DAI. 
Oligonukleotid ODN 1668 zmanjša izražanje gena za citosolni senzor DAI, oligonukleotid 
ODN 1720 pa poleg omenjenega gena zmanjša še izražanje gena za citosolni senzor cGAS in 
rahlo, a statistično značilno poviša izražanje gena za citosolni senzor RIG-I. gDNA zmanjša 
izražanje dveh opazovanih genov za citosolne senzorje: DAI in Ku70.  
Sama elektroporacija tudi rahlo vpliva na izražanje genov za citosolne senzorje, vendar 
razlike niso statistično značilne. 
NK, vstavljene z GEP so povzročale manjše izražanje genov za citosolne senzorje in so 
delovale celo v drugi smeri in so izražanje genov za citosolne senzorje zmanjšale. Tega nismo 
pričakovali, saj se je izražanje genov za citosolne senzorje v študijah na mišjih celicah po 
GEP zvišalo, zato smo se odločili, da razširimo svojo magistrsko nalogo in preverimo, ali 
naše ugotovitve veljajo še za kakšno drugo humano celično linijo. Izbrali smo celično linijo 
adenokarcinoma debelega črevesa in danke HT29. Poleg tega smo poskuse še dodatno 
razširili z vpeljavo dodatnih pulzov (EP1), ki se od naših standardnih pulzov (EP2) razlikujejo 
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4.2 VPLIV GEP RAZLIČNIH NK NA CELICE HT29  
Naloge smo se lotili enako, kot je opisano pri celicah Sk-Mel28, vendar pa smo zaradi 
optimizacije dela uporabili le naslednje NK: pVax 2 mg/ml, siRNA CD105, siRNA high GC, 
ODN 1720, ODN 1668 ter gDNA. Kot smo omenili zgoraj, smo uvedli še dodaten protokol 
električnih pulzov (EP1). 
4.2.1 Citotoksičnost GEP na celicah HT29 
S testom citotoksičnosti na celicah HT29 smo spremljali učinek na preživetje celic 72 ur po 
elektroporaciji po dveh različnih protokolih elektoporacije; EP1 (število pulzov Ni = 8, 
trajanje pulza Ti = 5000 µs, napetost U = 120 V; razmerje med amplitudo električnega toka in 
razdaljo E = 600 V/cm, razmik med elektrodama d = 0,2 cm, frekvenca ν = 1 Hz) in EP2 
(število pulzov Ni = 6, trajanje pulza Ti = 100 µs, napetost U = 260 V, razmerje med 
amplitudo električnega toka in razdaljo E = 1300 V/cm, razmik med elektrodama d = 0,2 cm, 
frekvenca ν = 4Hz) v kombinaciji z različnimi NK. Delež viabilnih celic smo normalizirali na 
kontrolno, netretirano skupino. Ugotovili smo, da se viabilnost celic vedno značilno spremeni, 
kadar v celice vstavimo NK po protokolu elektroporacije EP1. Že sami pulzi EP1 so delovali 
citotoksično, saj so zmanjšali viabilnost celic za 70 odstotkov, medtem ko upada viabilnosti 
celic pri aplikaciji pulzov EP2 nismo opazili. Viabilnost celic po dodajanju NK po protokolu 
elektroporacije EP2 ima statistično značilni učinek ob dodajanju oligonukleotida ODN 1720 
ter gDNA iz mišje vranice. Rezultati testa citotoksičnosti so predstavljeni v obliki stolpičnega 
diagrama s standardnimi napakami (slika 14), kjer je delež preživelih celic predstavljen glede 
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Slika 14: Stolpični diagram preživelih celic HT29 po 72 urah od GEP nukleinskih kislin; graf prikazuje 
aritmetično sredino s standardnimi napakami (AM ± SE), N = 3; * prikazujejo statistične značilne razlike med 
kontrolnimi skupinami in skupinami, elektroporiranimi po protokolu EP1 ob dodatku nukleinskih kislin; ** 
prikazujeta statistično značilne razlike med kontrolnimi skupinami in skupinami, elektroporiranimi po obeh 
protokolih (EP1 in EP2) (ANOVA, p < 0,050), brez EP = brez elektroporacije, EP1 = elektroporacija po 
protokolu EP1, EP2 = elektroporacija po protokolu EP2, pVax2 = plazmid Vax v koncentraciji 2 mg/ml, siRNA 
CD105 = mala interferenčna RNA CD105, siRNA high GC=mala interferenčna RNA z visoko vsebnostjo regij 
GC, ODN1720 = oligonukleotid 1720, ODN1668 = oligonukleotid 1668, gDNA = genomska DNA. 
 
4.2.2 Določevanje tipa celične smrti z barvanjem po Giemsi 
Tudi pri celicah HT29 smo z barvanjem po Giemsi na osnovi morfologije določali vrsto 
celične smrti, ki jo povzroči GEP. Ker so raziskovalci že na več celičnih linijah dokazali, da 
sama prisotnost NK v vzorcu brez elektroporacije ne povzroči celične smrti, smo pri HT29 
raje naredili poskuse, kjer smo med seboj primerjali odziv celic na GEP z elektroporacijo po 
dveh različnih protokolih (EP1 in EP2). 
Celice HT29 so velike 15–20 µm, so sferične oblike z ravnim robom. Jedro je okroglo in 
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Pri vseh vzorcih smo opazili apoptozo in nekrozo (slike 15-21). Apoptotske celice na 
preparatih imajo izrastke, rob ni več raven. Citoplazma je vakuolizirana. Jedra so skrčena 
zaradi kondenzacije kromatina in v večini primerov niso več pravilne okrogle oblike. 
Napihnjene, večje celice, bleda, svetlo rožnata citoplazma in odtenek svetlejša jedra so bili 
značilni kazalniki nekroze pri celicah HT29. 
S primerjavo GEP po različnih protokolih elektroporacije ugotovimo, da pulzi EP1 
povzročajo predvsem nekrozo. Po GEP s pulzi EP2 je zaznati več apoptoze kot nekroze, 
obratno kot pri celicah Sk-Mel28 (slike 15-21). 
 
Slika 15: Celice HT29, barvane po Giemsi, levo celice, ki smo jih elektroporirali s pulzi EP1 brez dodatka 
nukleinskih kislin, desno celice, ki smo jih elektroporirali s pulzi EP2 brez dodatka nukleinskih kislin, rdeče 
puščice kažejo na nekrotične celice, črni pa na apoptotski, merilo 100 μm, EP1 = elektroporacija po protokolu 
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Slika 16: Celice HT29, barvane po Giemsi, levo celice, ki smo jim dodali pVax v koncentraciji 2 mg/ml ter jih 
elektroporirali s pulzi EP1, desno celice, ki smo jim dodali pVax v koncentraciji 2 mg/ml in jih elektroporirali s 
pulzi EP2, rdeče puščice kažejo na nekrotične celice, črne pa na apoptotske, merilo 100 μm, 
EP1 = elektroporacija po protokolu EP1, EP2 = elektroporacija po protokolu EP2. 
 
 
Slika 17: Celice HT29, barvane po Giemsi, levo celice, ki smo jim dodali malo interferenčno RNA CD105 v 
koncentraciji 0,1 mg/ml ter jih elektroporirali s pulzi EP1, desno celice, ki smo jim dodali malo interferenčno 
RNA CD105 v koncentraciiji 0,1 mg/ml in jih elektroporirali s pulzi EP2, rdeče puščice kažejo na nekrotične 
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Slika 18: Celice HT29, barvane po Giemsi, levo celice, ki smo jim dodali malo interferenčno RNA z visoko 
vsebnostjo parov GC v koncentraciji 0,1 mg/ml ter jih elektroporirali s pulzi EP1, desno celice, ki smo jim 
dodali malo interferenčno RNA z visoko vsebnostjo parov GC v koncentraciji 0,1 mg/ml in jih elektroporirali s 
pulzi EP2, rdeče puščice kažejo na nekrotične celice, črne na apoptotske, merilo 100 μm, EP1 = elektroporacija 




Slika 19: Celice HT29, barvane po Giemsi, levo celice, ki smo jim dodali oligonukleotid ODN 1720 v 
koncentraciji 2 mg/ml ter jih elektroporirali s pulzi EP1, desno celice, ki smo jim dodali oligonukleotid ODN 
1720 v koncentraciji 2 mg/ml in jih elektroporirali s pulzi EP2, rdeče puščice kažejo na nekrotične celice, črne 
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Slika 20: Celice HT29, barvane po Giemsi, levo celice, ki smo jim dodali oligonukleotid ODN 1668 v 
koncentraciji 2 mg/ml ter jih elektroporirali s pulzi EP1, desno celice, ki smo jim dodali oligonukleotid ODN 
1668 v koncentraciji 2 mg/ml in jih elektroporirali s pulzi EP2, rdeče puščice kažejo na nekrotične celice, črne 
na apoptotske, merilo 100 μm, EP1 = elektroporacija po protokolu EP1, EP2 = elektroporacija po protokolu EP2. 
 
Slika 21: Celice HT29, barvane po Giemsi, levo celice, ki smo jim dodali gDNA iz vranice miši v koncentraciji 
1 mg/ml ter jih elektroporirali s pulzi EP1, desno celice, ki smo jim dodali gDNA v koncentraciji 1 mg/ml in jih 
elektroporirali s pulzi EP2, rdeči puščici kažeta na nekrotični celici, črne na apoptotske, merilo 100 μm, 
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4.2.3 Določevanje stopnje izražanja genov za citosolne senzorje NK in citokinov po 
GEP pri celicah HT29  
Pri poskusu s citosolnimi senzorji NK smo najprej preverili, kateri od genov za citosolne 
senzorje, ki smo jih testirali na celicah Sk-Mel28, se izražajo v celicah HT29. To so geni za 
citosolne senzorje DAI, DDX60, RIG-I. Poleg tega smo na podlagi literature v poskus dodali 
potencialno pomemben senzor NK IFI16. Spremljali smo tudi izražanje genov za citokine 
IFNβ in TNFα (preglednica 4, 5). 
Preglednica 4: Vrednosti CT za referenčni gen in citosolne senzorje nukleinskih kislin v kontrolnih celicah HT29 
Referenčni gen CT 
ACTB 16,60 
















































































































































































Preglednica 5: Preglednica izražanja genov za citosolne senzorje NK v celicah HT29 po GEP nukleinskih kislin s pulzi EP1 in EP2; AM = aritmetična sredina; 
SE = standardna napaka; N = število ponovitev; * prikazuje statistično značilno razliko skupine v primerjavi s kontrolno skupino (ANOVA in Holm-Sidakov t-test, 
p < 0,050); '' prikazuje statistično značilno razliko skupine v v primerjavi s kontrolno skupino (Holm-Sidakov t-test, p < 0,050); # prikazuje statistično značilno 
razliko skupine v primerjavi s kontrolno skupino (ANOVA, p < 0,050) 
  Senzorji DNA 












EP1 pVAX2  3 7,97±3,25 3,99±0,71* 1,10±0,28# 5,37±1,41* 5,90±2,23 5,01±1,33'' 
EP2 pVAX2  5 45,57±19,76 12,06±2,98 * 14,13±4,5# 16,51±4,20* 17,40±9,85 3,62±0,83'' 
EP1 CD105 3 13,04±5,64 4,28±1,08'' 4,25±1,39 6,85±2,22 22,98±9,79 12,65±4,93* 
EP2 CD105 5 26,51±15,30 7,54±1,99'' 4,96±1,55 8,74±2,18'' 10,00±5,62 5,50±0,73* 
EP1 siRNAhi 
GC 
3 1,09±0,29 0,77±0,17 3,03±0,25'' 0,99±0,26 2,99±1,61 1,72±0,78 
EP2 siRNAhi 
GC 
4 6,14±3,38 1,46±0,48 2,19±1,01 1,79±0,62 3,03±1,43 1,78±0,39 
EP1 ODN 
1720  
3 3,64±1,17 1,39±0,06* 3,89±1,62 1,82±0,14'' 7,88±2,29 15,65±7,23 
EP2 ODN 
1720  
4 2,54±0,97 2,46±0,86# 0,95±0,53 2,49±1,05 4,85±3,03 3,12±0,90 
EP1 ODN1668  3 1,13±0,16# 0,57±0,12'' 2,69±0,64 0,63±0,11'' 1,96±0,42 17,01±14,28 
EP2 ODN1668 3 0,42±0,20'' 1,85±0,13 3,50±1,03 1,08±0,435 2,15±0,71 2,29±0,88 
EP1 gDNA  3 2,77±1,31 1,95±0,33 1,90±0,38 1,32±0,54 10,71±4,79 0,93±0,14 
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Po GEP z različnimi NK pri celicah HT29 opazimo, da se pri določenih NK začne 
izražanje nekaterih genov za citosolne senzorje spreminjati. Opazimo, da se po GEP 
pVax povišano izražajo trije od štirih opazovanih genov za citosolne senzorje NK, 
DDX60, RIG-I in IFI16 ne glede na protokol elektroporacije (EP1 in EP2). V obeh 
primerih se zviša tudi izražanje gena za citokin TNFα. V primeru GEP siRNA CD105 
smo opazili, da se po protokolu EP1 in EP2 s povišanim izražanjem odzoveta gen za 
citosolni senzor DDX60 ter gen za citokin TNFα, pri pulzih EP2 pa dodatno še gen za 
citosolni senzor RIG-I. Ob elektroporaciji siRNA high GC se po protokolu EP1 s 
povišanim izražanjem odzove samo gen za citosolni senzor IFI16. Ko v celice vstavimo 
oligonukleotid ODN 1720, se s povišanim izražanjem odzove gen za citosolni senzor 
DDX60 po obeh protokolih in gen za citosolni senzor RIG-I po protokolu 
elektroporacije EP1. Na oligonukleotid ODN 1668 se celice odzovejo s povišanim 
izražanjem gena za citosolni senzor DAI po protokolu elektroporacije EP1, pri 
elektroporaciji s pulzi EP2 pa se izražanje gena za citosolni senzor DAI zmanjša. 
Izražanje se zmanjša tudi genoma za citsolna senzorja DDX60 in RIG-I, ko 
elektroporiramo ODN 1668 po protokolu EP1. Na gDNA se celice odzovejo s 
povišanim izražanjem gena za interferonIFNβ samo pri elektroporaciji po protokolu 
EP2. 
Celice HT29 so se najbolj odzvale na GEP s pVax, zato smo se odločili, da bomo te 
rezultate predstavili v obliki stolpičnega diagrama s standardnimi napakami, kjer je 
stopnja izražanja genov za citosolne senzorje predstavljena glede na različne citosolne 
senzorje NK. Dokazali smo (slika 22), da se ob vnosu pVax po obeh protokolih v celice 
HT29 začnejo povišano izražati geni za citosolne senzorje DDX60, RIG-I in IFI16 ter 
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Slika 22: Graf prikazuje povišano izražanje različnih genov za citosolne senzorje nukleinskih kislin ob 
GEP pVax v koncentraciji 2 mg/ml v celice po protokolih EP1 in EP2; graf prikazuje aritmetično sredino 
s standardnimi napakami (AM ± SE), N = 3; * kažejo statistično značilno razliko med kontrolno skupino 
in testnima skupinama, ctrl = kontrolna, netretirana skupina, pVAX2 EP1 = GEP plazmida Vax v 
koncentraciji 2 mg/ml z elektroporacijo po protokolu EP1, pVAX2 EP2 = GEP plazmida Vax v 
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5 RAZPRAVA 
Svoje rezultate smo želeli ovrednotiti, zato smo jih primerjali z drugimi znanstvenimi 
deli. Prišli smo do naslednjih ugotovitev.  
5.1 TEST CITOTOKSIČNOSTI 
V testirani celični liniji Sk-Mel28 pri inkubaciji celic v gojišču z NK nismo opazili 
stastistično značilnih razlik v viabilnosti celic po 72 h (slika 5). Ta ugotovitev se sklada 
z rezultati mnogih raziskovalnih skupin. Bošnjak in sod. (2015) so ugotovili, da v 
primeru dodajanja plazmida s tarčnim genom (pAMEP) in plazmida z genom za zeleni 
fluorescenčni protein (pEGFP) v gojišče celic mišjega melanoma B16 brez 
elektroporacije nima nobenega učinka na preživetje celic. Enako so ugotovili Dolinšek 
in sod. (2015), kjer plazmid s tarčnim genom (pU6-antiCD105) ni imel citotoksičnega 
učinka na celice mišjega melanoma B16. Heller in sod. (2013) in Žnidar in sod. (2016) 
so pri poskusih v gojišče celic B16.F10 vnašali plazmide brez tarčnih genov in 
enoverižne oligonukleotide z zaporedjem CpG in GpC. Ugotovili so, da prisotnost NK v 
celičnem gojišču ne izzove citotoksičnosti.  
72 h po elektroporaciji s pulzi EP2 ni nobena NK povzročila spremembe viabilnosti 
celic (slika 5). Raziskovalne skupine Bošnjak in sod. (2015), Dolinšek in sod. (2015), 
Heller in sod. (2013), Žnidar in sod. (2016) so ob GEP NK v celice mišjega melanoma 
opazile citotoksičen vpliv na tumorske celice. Pri poskusih (Vantur, 2016), kjer so 
opazovali, kako koncentracija plazmida vpliva na citotoksičnost, so ugotovili, da GEP 
večje količine plazmida deluje bolj citotoksično na tumorske celice. Zaključimo lahko, 
da GEP pVax po protokolu EP2 na celice Sk-Mel28 nima citotoksičnega učinka ne 
glede na njegovo koncentracijo. 
Heller in sod. (2013) in Marrero in sod. (2014) v svojih delih opisujejo, da je 
citotoksičnost GEP odvisna od lastnosti električnih pulzov, kjub temu da reverzibilna 
elektroporacija brez NK ni citotoksična. Razlike so verjetno nastale zaradi drugačnega 
protokola pulzov kot v zgoraj navedenih raziskavah. Žnidar in sod. (2018) so v svojem 
delu primerjali različne protokole elektroporacije in ugotovili, da pulzi EP2 sprožijo 
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Pri celicah HT29 smo GEP naredili po dveh različnih protokolih električnih pulzov 
(EP1 in EP2). Uporabili smo samo nekatere od NK, ki smo jih uporabili pri celicah 
Sk-Mel28. 
Opazili smo, da z GEP po protokolu EP1 dosežemo določeno mero citotoksičnosti pri 
vseh terapijah (ne glede na vstavljeno NK). Najbolj citotoksično je deloval GEP gDNA 
izolirane iz mišje vranice. Malo manj citotoksična sta bila pVax (2 mg/ml) in siRNA 
CD105. Najmanj so viabilnost tumorskih celic znižale siRNA high GC in 
oligonukleotida ODN 1720 ter ODN 1668 (slika 14). 
Pri GEP po protokolu EP2 smo opazili, da se viabilnost celic statistično značilno 
zmanjša le ob vnosu oligonukleotida ODN 1720 in gDNA (slika 14). 
Iz rezultatov sklepamo, da na citotoksičnost celic HT29 vplivata protokol pulzov GEP 
in vrste NK, ki jih vnašamo v celice. To sta potrdili tudi raziskovalni skupini Heller in 
sod. (2013) in Žnidar in sod. (2018), kjer so prišli do zaključka, da je citotoksičnost 
GEP odvisna od kombinacije več različnih dejavnikov. 
Ob primerjavi celic Sk-Mel28 in HT29 opazimo, da se na GEP z istimi NK odzivajo 
drugače, kar pomeni, da je vpliv citotoksičnosti odvisen tudi od celičnega tipa, s katerim 
delamo (sliki 5, 14). GEP po protokolu EP2 niso bili citotoksični za celice Sk-Mel28, 
pri HT29 pa smo opazili, da se ob GEP ODN 1720 in gDNA viabilnost celic spremeni. 
Ker je GEP po protokolu EP1 na celicah HT29 povzročil višjo citotoksičnost kot GEP 
po protokolu EP2, bi bilo zanimivo videti, kako bi se na GEP po protokolu EP1 odzvale 
celice Sk-Mel28, vendar zaradi optimizacije stroškov in časa tega nismo naredili. 
5.2 MORFOLOGIJA 
Kljub temu, da pri citotoksičnosti nismo dobili statistično značilnih rezultatov, smo pri 
opazovanju morfologije Sk-Mel28 celic opazili, da po GEP po protokolu EP2 pri 
nekaterih celicah pride do apoptoze ali nekroze (slike 6-13). Električni pulzi sami delno 
doprinesejo k citotoksičnosti, vendar pa vstavljene NK sprožijo kaskado signalnih poti, 




Škerjanec T. Vpliv genskega elektroprenosa na izražanje citosolnih senzorjev ... citokinov v humanih celicah in vitro. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2019 
 
 
  63 
 
Po opazovanju morfologije celic HT29 smo zaznali, da se terapije po protokolih EP1 in 
EP2 razlikujejo po tipu celične smrti. Ne glede na vstavljeno NK celice pri protokolu 
EP1 v večji meri propadejo zaradi nekroze, medtem ko je pri celicah po protokolu EP2 
veliko pogostejša apoptoza (slike 15-21). GEP NK po protokolu EP2 sprožijo signalno 
pot, ki vodi v apoptozo. Tudi Žnidar in sod. (2018) so opazili, da GEP po protokolu EP1 
sproži predvsem nekrozo, medtem ko GEP po protokolu EP2 sproži predvsem 
apoptozo. 
Menimo, da je pri GEP po protokolu EP1 prišlo do nekroze v glavnem zaradi lastnosti 
električnih pulzov EP1. Že med GEP smo opazili, da raztopina s celicami med 
elektrodami postane gosta in lepljiva takoj po aplikaciji pulzov. Nekroza je nastopila 
zaradi denaturacije proteinov, poškodb na celični membrani in elektrolitskega 
neravnovesja, kar je povzročilo vdor vode v celico ter osmotsko nabrekanje. 
5.3 IZRAŽANJE GENOV ZA CITOSOLNE SENZORJE NUKLEINSKIH KISLIN 
Vsak citosolni senzor NK zaznava eno ali več vrst NK. Ločijo lahko med ssDNA in 
dsDNA ter ssRNA in dsRNA. Nekateri ločijo med tujimi in lastnimi NK, ker 
prepoznavajo določene motive v zaporedju nukleotidov ali pa tipične strukture NK 
(Paludan in sod., 2019; Zevini in sod., 2017; Keating in sod., 2011). 
Po prepoznavi NK v citosolu senzorji preko drugih molekul zaženejo signalno pot. Poti 
različnih citosolnih senzorjev so navzdol zelo prepletene in se križajo, kljub različnim 
prepoznanim NK. Velikokrat se prek proteina STING zaženejo interferonski odziv in 
izražanje citokinov (Zevini in sod., 2017). 
V magistrski nalogi smo po končanem qPCR izračunali faktorje povišanega izražanja 
(FPI) mRNA opazovanih citosolnih senzorjev ter jih statistično analizirali (preglednici 
3, 5). Kot je bilo pričakovano, prisotnost NK v gojišču brez GEP na izražanje genov za 
citosolne senzorje v celicah Sk-Mel28 ni imela nobenega vpliva (preglednica 3). 
Podobno so ugotovili tudi Žnidar in sod. (2016) na celicah mišjega melanoma. 
Ugotovili smo, da ob GEP pVax v različnih koncentracijah po protokolu EP2 v celicah 
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citosolne senzorje NK, ker med terapijami z različnimi koncentracijami pVax ni bilo 
statistično značilnih razlik (preglednica 3). 
Žnidar in sod. (2018) v svojem delu povedo, da se z učinkovitim elektroporacijskim 
protokolom (EP1 in EP2) povišano izrazijo vedno isti geni za citosolne senzorje DNA v 
različnih mišjih tumorskih celičnih tipih, česar ne moremo trditi pri svojih rezultatih, 
ker je izražanje genov za citosolne senzorje NK v celicah Sk-Mel28 in HT29 po 
protokolu EP2 različno (preglednici 3, 5). 
siRNA CD105 ne poveča izražanja nobenega od opazovanih genov za citosolne 
senzorje v celicah Sk-Mel28 (preglednica 3). siRNA CD105 v tumorju in vivo utiša 
izražanje endoglina in s tem zavre angiogenezo tumorskega tkiva (Dolinšek in sod., 
2013), zato je zelo zaželeno, da je celica v citoplazmi ne zazna, da lahko učinkuje 
terapevtsko.  
Presenetilo nas je, da je siRNA high GC povzročila zmanjšano izražanje genov za 
citosolna senzorja DAI in cGAS (preglednica 3), saj oba med drugimi zaznavata tudi 
molekule dsRNA, povišalo pa se je izražanje gena za citosolni senzor p202 pri siRNA 
high GC (preglednica 3), ki naj bi zaznaval le molekule dsDNA (Civril in sod., 2013). 
Mogoče je, da je senzor aktivirala molekula dsRNA, ker zaporedje nukleotidov pri 
citosolnem senzorju p202 ni pomembno (Schroder in sod., 2009). 
Pri oligonukleotidih nas je presenetilo zmanjšano izražanje genov za citosolna senzorja 
DAI in cGAS, saj naj bi oba zaznavala ssDNA (preglenica 3). gDNA je sprožila 
zmanjšano izražanje genov za citosolna senzorja DAI in Ku70 (preglednica 3), ki po 
navadi zaznava poškodbe lastne DNA, predvsem dvojne prelome DNA. Pričakovali bi, 
da se bo mRNA Ku70 začel povišano izražati, saj je gDNA v obliki manjših linearnih 
molekul dsDNA, kar aktivira DNA-PK (Sui in sod., 2017). Vrednosti CT = 18,94 kažejo 
(preglednica 2), da se mRNA v celici prepisuje vedno, zato je mogoče, da je proteina 
Ku70 v celici dovolj in ob GEP ni potrebno, da se izražanje zviša. 
Izražanje gena za citosolni senzor STING se ni spremenilo pri nobeni terapiji. V 
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kontrolnih, netretiranih celicah velika količina mRNA za protein STING in lahko bi 
sklepali, da se bo v celicah tudi sintetiziralo veliko samega proteina. Ker je STING 
vključen v signalno pot skoraj vsakega drugega opazovanega citosolnega senzorja 
(cGAS, DAI, DDX60, DHX9, DHX36, IFI16, LRFIP1, Mre11), smo to pričakovali. 
Ker STING po dimerizaciji deluje kot adapterski protein (Paludan in Bowie, 2013) v 
signalnih poteh zaznavanja NK v citosolu, ni nujno, da se bo ob aktivaciji proteina 
povišal tudi mRNA proteina. Zato bi bilo smiselno narediti test ELISA ali prenos 
western, da bi izmerili količino proteina STING v celicah pred in po GEP z različnimi 
NK. 
V času našega raziskovanja je izšel članek, kjer so opazovali količino proteina STING v 
celicah s testom ELISA. Ugotovili so, da celice melanoma Sk-Mel28 ne morejo 
proizvajati interferonov tipa I in drugih citokinov, ker protein STING v celicah 
Sk-Mel28 ni prisoten (Xia in sod., 2016). Zaradi vrednosti CT pri naših poskusih 
(preglednica 2) sklepamo, da transkripcija mRNA STING poteka. Mogoče je, da je v 
celicah inhibirana translacija proteina STING, s tem pa je preprečen interferonski odziv. 
Rezultati drugih raziskovalnih skupin kažejo na to, da STING in RIG-I služita kot 
tumorska supresorja. Tumorske celice razvijejo strategije, ki zavrejo signalno pot 
STING, da se izognejo imunskemu odzivu med karcinogenezo, zato bi se lahko 
spodbuda imunskega odziva preko proteina STING in RIG-I uporabljala kot terapija v 
kombinaciji z drugimi (Iurescia in sod., 2018; Xia in sod., 2016). 
Pri naših poskusih na celicah HT29 so se ob vnosu pVax po obeh protokolih (EP1 in 
EP2) povišano izražali geni za citosolne senzorje RIG-I, DDX60 in IFI16 (homolog 
mišjemu p204) (preglednica 5), kar do neke mere potrjuje hipotezo Žnidarjeve (2018), 
da se pri vstavljanju iste vrste NK v celice (v tem primeru plazmid) kljub različnim 
tipom celic in različnim pulzom izražajo isti geni za citosolne senzorje NK. GEP 
plazmida zviša izražanje genov za citsolne senzorje DAI, DDX60, p204 (IFI16) v vseh 
treh tipih celic; WEHI 164, TS/A in B16F10 (Žnidar in sod., 2018; Žnidar in sod., 
2016), raven izražanja genov pa je bila pri njenih poskusih odvisna tudi od protokola 
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Pri celicah HT29 se največkrat na GEP odzoveta gena za citosolna senzorja DDX60 in 
RIG-I (preglednica 5). 
V humanih in mišjih tumorskih celicah je zaradi spremenjenega metabolizma in 
okvarjenega delovanja celice v citosolu velikokrat prisotna gDNA v enoverižni in 
dvoverižni obliki. Ta DNA je bila velikokrat opažena v bližini mitohondrijev, kjer se po 
vsej verjetnosti veže na citosolne senzorje MAVS, STING, DDX41, DDX40 in IFI16 
ter moti njihovo delovanje, ko jih aktivira, da sprožijo inteferonske odziv. V določenih 
primerih se zato aktivrajo imunske celice, ki uničijo tumorske celice (Shen in sod., 
2015).  
Glede na te podatke lahko sklepamo, da so citosolni senzorji NK lahko kronično 
aktivirani v rakavih celicah. To pomeni, da je bilo izražanje genov za citosolne senzorje 
višje že pri kontrolni skupini in po GEP zato nismo opazili velikega zvišanja izražanja 
mRNA citosolnih senzorjev, ampak le rahlo, vendar statistično značilno razliko. 
Ne moremo trditi, da je stopnja izražanja genov za citosolne senzorjev pri HT29 odvisna 
od protokola elektroporacije, saj ni statistično značilnih razlik, vendar lahko opazimo 
trend, da elektroporacija po protokolu EP2 povzroči višje izražanje citosolnih senzorjev 
(preglednica 5). 
5.4 POVIŠANJE mRNA VNETNIH CITOKINOV V HT29 
V celicah HT29 smo pričakovali, da se bosta gena za interferon IFNβ ter citokin TNFα 
pri vseh terapijah povišano izražala, kar se ni zgodilo. Izražanje gena za interferon se je 
povečalo le pri vnosu gDNA po protokolu EP2 (preglednica 5). To nam pove, da so 
celice HT29 zmožne izražati IFNβ, vendar z našimi postopki nismo povzročili 
nadaljnega povišanega izražanja. 
Gen za TNFα se je zvišal le pri vnosu pVax in siRNA CD105 po obeh protokolih 
(preglednica 5). Žnidar in sod. (2018) so pokazali, da so pulzi EP1 pri obeh celičnih 
tipih (WEHI 164 IN TS/A) povzročili višje izražanje genov za IFN-β in TNFα kot pulzi 
EP2. Tega pri našem poskusu ne moremo trditi, vendar se moramo zavedati, da 
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Pri celicah HT29 je adapterski protein STING v kontrolnih celicah prisoten, tako, da bi 
pričakovali, da bo po GEP v celicah prišlo do interferonskega odziva. Dodatne 
raziskave na nivoju proteinov bi bile potrebne za razjasnitev mehanizmov. 
Žnidar in sod. (2018) so opazili, da se mRNA IFN-β poviša pri celičnih linijah T/SA in 
WEHI 164, ko z GEP vstavlja plazmid. mRNA TNFα je bil povečan, kadar so istočasno 
opazili nekrozo. Naši rezultati so drugačni, zato sklepamo, da so pulzi EP1 sami po sebi 
tako citotoksični, da velik del poškodbe celic povzroči električno polje, manjši del pa 
signalna pot, ki jo terapija sproži. 
Seveda je potrebno pomisliti tudi na to, da mRNA ni vedno v korelaciji s količino 
proteinov v celicah, kar opisujejo tudi Žnidar in sod. (2018), kjer mRNA TNFα ni bil v 
korelaciji s količino proteina. Smiselno bi bilo narediti še test ELISA ali prenos western, 
da bi preverili raven proteinov IFNβ in TNFα v celicah HT29. 
5.5 SPLOŠNE UGOTOVITVE 
Pričakovano je bilo, da bomo na humanih rakavih celicah dobili drugačne rezultate kot 
raziskovalci na mišjih celicah zaradi razlik med vrstami. Vakcine DNA, ki merijo na 
signalne poti, ki zaznavajo NK za imunoterapijo raka, so v veterini uspešne v kliničnih 
študijah (Desmeth in Ishii, 2012). Znanje bi radi uporabili tudi v medicini, vendar take 
vakcine humanega IS ne aktivirajo dovolj, da bi bil odziv na vakcine uspešen (Desmet 
in Ishii, 2012; Iurescia in sod., 2018). Pri ljudeh naj bi se bolj odzival IS in za to nalogo 
specializirane celice. Verjetno bi in vivo dobili drugačne rezultate, ker bi bile poleg 
tumorskih vpletene tudi funkcionalne celice IS. 
Rezultati raziskovanja izražanja citosolnih senzorjev na humanih rakavih celicah so 
velikokrat izjemno nepričakovani. Z aktivacijo citosolnih senzorjev naj bi aktivirali 
imunski odziv v prid pacienta, vendar se velikokrat zgodi obratno: 
 preko IFI16 aktiviran cGAMP v TMO povzroča napredovanje tumorjev. Npr. 
stimulacija STING tumorja na možganih s cGAMP povzroči, da astrociti 
izločajo IFNβ ter TNF (parakrina faktorja), ki aktivirata preživetveno pot v 
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 Aktivacija STING lahko sproži supresivno TMO, kar prispeva k rasti tumorja in 
zasevanju, zato terapija s STING ni učinkovita proti vsem vrstam rakov (Zevini 
in sod., 2018). Iuresca in sod. (2018) tudi trdi, da se ob sproženju proteina 
STING v tumorskih celicah v nekaterih primerih zažene signalna pot, ki vpliva 
na povečano proliferacijo tumorskih celic, kar poveča njihovo preživetje. 
 Sproščeni DAMP se lahko vežejo na TLR na tumorskih celicah, sprožijo TLR7 
in TLR8, kar na humanih rakavih celicah lahko promovira odpornost na 
citostatike in celično preživetje prek aktivacije NF-κB in povečano regulacijo 
antiapoptotskega proteina BCL-2. Aktivacija TLR9 v humanem raku dojk 
prostate in pljučnega raka sproži invazijo tumorja in zasevanje (Cherfils-Vicini 
in sod., 2010).  
 Aktivacija RIG-I pri skvamoznem karcinomu vratu in glave je povzročila zelo 
raznolike rezultate glede na odmerek. Pri nizkem odmerku je povzročila 
povečano proliferacijo raka in zasevanje (Iurescia in sod., 2018). 
Zato se moramo zavedati, da so rakave celice spreminjajoče in genomsko nestabilne, 
nikoli ne moremo zagotovo vedeti, kakšen odziv bomo izzvali z vstavljanjem NK v 
celice. Ker je rak tako široka skupina bolezni je nemogoče najti terapijo oz. zdravilo, ki 
bi bilo vedno učinkovito, zato je dobro kombinirati različne terapije. Ob napadu bolezni 
z več različnimi načini hkrati imajo rakave celice manj možnosti za preživetje.  
Ob vpeljavi novih terapij, kot je GEP, pa jih je vedno potrebno optimizirati ter preučiti 
čim več spremenljivk, da vemo, kateri senzorji se bodo izrazili v določenem tkivu ob 
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6 SKLEPI 
V okviru magistrske naloge smo želeli preveriti, kako se humane rakave celice 
Sk-Mel28 in HT29 odzivajo na vnos različnih NK z GEP glede na izražanje genov za 
citosolne senzorje NK. Ugotovili smo, da naša terapija vpliva na rakave celice, vendar 
ne v taki meri, kot so to opazili predhodno na mišjih modelih. 
V magistrski nalogi smo dokazali: 
• GEP pVax v našem primeru povzroči povišano izražanje genov za citokin TNFα 
pri celicah HT29; 
• ob vnašanju različnih NK se spreminja izražanje različnih genov za citosolne 
senzorje NK, spremenjenega izražanja različnih genov za citosolne senzorje 
nismo opazili, ko smo naredili GEP s pVax v različnih koncentracijah; 
• pri celicah HT29 je stopnja izražanja genov za citosolne senzorje odvisna od 
uporabljenega protokola za genski elektroprenos. 
S tem smo delno potrdili 1. hipotezo in potrdili 2. hipotezo in 3. hipotezo. Vse humane 
celice niso primerne za preučevanje izražanja genov za citosolne senzorje NK, kar smo 




Škerjanec T. Vpliv genskega elektroprenosa na izražanje citosolnih senzorjev ... citokinov v humanih celicah in vitro. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2019 
 
 




Rak je skupina bolezni, za katere je značilno nenadzorovano deljenje in razmnoževanje 
telesu lastnih, vendar okvarjenih celic, ki z rastjo preprečujejo normalno delovanje 
zdravemu tkivu ali celotnemu organizmu. Bolezen lahko ozdravimo le tako, da 
odstranimo mutirane celice iz telesa ter jim preprečimo nadaljnjo invazijo in zasevanje 
po telesu. Zdravljenje raka s kemoterapijo in terapijo z obsevanjem ima stranske učinke, 
ker deluje tudi na celice zdravega tkiva. V želji, da zdravljenje raka povzroča manj 
neželenih učinkov pri pacientih, se razvijajo nove terapije, kot so tarčna zdravila in 
genske terapije. Vedno bolj prihajajo v ospredje terapije, ki aktivirajo IS pacientov, da 
ta napade rakave celice. 
Eden od načinov prenosa terapevtskih genov in tarčnih zdravil v celice je z 
elektroporacijo. Z uporabo električnega polja, ki preseže kritično vrednost 
transmembranskega potenciala, v celični membrani nastanejo začasne vodne pore. 
Skozi nastale pore lahko v celico prehajajo želene molekule, ki v normalnih pogojih ne 
bi mogle prečkati membrane. 
Ob vstavljanju terapevtskih genov v celice so ugotovili, da NK v citosolu zaznajo 
citosolni senzorji, ki sporožijo signalne poti, povezane z imunskim odzivom. Ob 
aktivaciji IS na ta način lahko v TMO privabimo aktivirane imunske celice, da se borijo 
proti rakavim celicam in istočasno spodbudimo imunost proti raku. 
S svojim delom smo želeli preveriti, kako se humane rakave celice melanoma Sk-Mel28 
in adenokarcinoma HT29 odzivajo na GEP z različnimi NK in kateri citosolni senzorji 
NK se ob tem aktivirajo ter zaženejo prepis IFNβ in TNFα. Preverjali smo 
citotoksičnost GEP z barvilom Presto Blue, opazovali morfološke spremembe po 
terapiji z mikroskopiranjem ter merili stopnjo izražanja citosolnih senzorjev prek 
mRNA s qPCR. 
Ugotovili smo, da je učinek GEP različnih NK v celice odvisen od celične linije, vrste 
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EP2 ni imel citotoksičnega vpliva, na celice HT29 so imeli pulzi EP2 citotoksičen vpliv 
v kombinaciji z NK ODN 1720 in gDNA, s pulzi EP1 pa smo izzvali citotoksični 
učinek z vsako vstavljeno NK. Z barvanjem po Giemsi smo dokazali, da na celicah 
Sk-Mel28 pluzi EP2 povzročijo nekrozo in nekaj apoptoze. Na celicah HT29 GEP po 
protokolu EP1 povzroči nekrozno celično smrt, GEP po protokolu EP2 pa apoptotsko 
celično smrt.  
Izražanje genov za nekatere citosolne senzorje se po GEP nekoliko zviša pri celicah 
Sk-Mel28, vendar ne moremo vzbuditi interferonskega odziva, verjetno zaradi 
epigenetskega utišanja adapterskega proteina STING. Zanimivo je, da GEP v celicah 
Sk-Mel28 v nekaterih primerih povzroči znižanje izražanja določenih genov za 
citosolne senzorje.  
Pri HT29 opazimo dvig izražanja genov za citosolne senzorje DDX60, RIG-I in IFI16 
ter citokina TNFα po vstavitvi pVax v koncentraciji 2 mg/ml. Tudi na GEP drugih NK 
se odzovejo nekateri geni za citosolne senzorje.  
Izražanje genov za citosolne senzorje po GEP z različnimi NK je odvisen tudi od tipa 
celične linije. Nadaljnje raziskave so potrebne, da bomo bolje razumeli in ovrednotili 
mehanizme delovanja na več vrstah tumorskih celic in bomo znanje lahko čim bolje 
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7.2 SUMMARY 
Cancer is a group of diseases for which an uncontrolled splitting and multiplication of 
body-innate, but damaged cells, is typical, whose growth prevents the normal 
functioning of healthy tissue or of the entire organism. The disease can only be cured by 
removing the mutated cells from the body and preventing their further invasion and 
metastasis throughout the body. The treatment of cancer with chemotherapy and 
radiation therapy has severe side-effects that also affect healthy tissue cells. In the effort 
to reduce unwanted side-effects in the treatment of cancer patients, new therapies, like 
targeted medication and gene therapies, are being developed. Therapies that activate the 
immune system of patients so that it attacks cancerous cells are receiving growing 
attention. 
 
One method of transferring therapeutic genes and target medication into cells is via 
electroporation. An electrical field applied to the cells, changes membrane potential   
which leads to the formation of temporary pores in the cell membrane. Through the 
emerged pores the desired molecules that could normally never pass the membrane are 
now able to enter the cell. 
 
In the process of inserting therapeutic genes into cells it was found that the nucleic acids 
in the cytosol are detected by the cytosolic sensors that trigger signaling pathways 
related to the immune response. By activating the immune system in this manner, we 
can attract activated immune cells into the tumour micro-environment to fight against 
cancer cells, and simultaneously boost immunity against cancer. 
 
In our research, we wanted to verify how the human cancer cells Sk-Mel28 melanoma 
and HT29 adenocarcinoma respond to GET with different nucleic acids and which 
cytosolic sensors for nucleic acids are thereby activated and trigger the transcription of 
IFNβ and TNFα. We measured the cytotoxicity of GET using Presto Blue assay, 
observed morphological changes following therapy by microscopy and quantify the 





Škerjanec T. Vpliv genskega elektroprenosa na izražanje citosolnih senzorjev ... citokinov v humanih celicah in vitro. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2019 
 
 
  73 
 
We conclude that the effect of the GET of different nucleic acids into cells depends on 
the cell line, the type of nucleic acids and the physical properties of electrical pulses. 
GET using EP2 protocol had no cytotoxic effect on the Sk-Mel28 cells, whereas the 
EP2 pulses had a cytotoxic effect on the HT29 cells in combination with the nucleic 
acids ODN 1720 and gDNA. A cytotoxic effect with EP1 pulses was triggered with 
every inserted nucleic acid. With the Giemsa stain we proved that EP2 pulses cause 
necrosis and some apoptosis in Sk-Mel28 cells. GET using EP1 protocol caused cell 
death in HT29 cells, whereas  GET using EP2 protocol caused apoptotic cell death.  
 
The expression of certain cytosolic sensors was slightly increasedfollowing GET in Sk-
Mel28 cells, but we could not trigger an interferon response, probably due to the 
epigenetic silencing of the STING adapter protein. It is interesting that the GET in Sk-
Mel28 cells in some cases caused a reduction in the expression of certain cytosolic 
sensors.  
 
In HT29 we noticed an increase in the cytosolic sensors DDX60, RIG-I and IFI16, as 
well as the TNFα cytokine after inserting pVax with a concentration of 2mg/ml. Some 
cytosolic sensors also responded to the GET of other nucleic acids.  
 
The expression of cytosolic sensors following GET with various nucleic acids depends 
also on the cell line. Further research is needed to better understand and evaluate the 
mechanisms involved also in other  types of tumour cells and, to be able to efficiently 
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